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           Capitolo I 
INTRODUZIONE 
 
1.1 Riassunto 
 
Lo scopo di questa tesi è stato quello di valutare la possibile correlazione tra marcatori 
di stress ossidativo eritrocitario, espressione genica relativa di metallotioneine nelle 
cellule mononucleate (MT), marcatori ematochimici e ematologici e lo score di steatosi 
epatica nella condizione di steatosi da causa alcolica (AFLD). Questo per constatare 
l’eventuale possibilità di implementare un algoritmo diagnostico (HePaTest) allo scopo 
di fornire un ulteriore strumento diagnostico in affiancamento all’ultrasonografia 
epatica in sostituzione della pratica invasiva della biopsia della ghiandola. 
 
Un totale di 118 individui (60 pazienti e 58 soggetti di controllo) è stato valutato per 
indice di massa corporea (BMI), score di steatosi epatica, ematochimica e emocromo. 
Lo stress ossidativo è stato valutato in misura della perossidazione lipidica eritrocitaria 
(MDA), delle attività specifice degli enzimi catalasi (CAT) e superossido dismutasi 
citosolica (SOD1) eritrocitarie e nell’espressione genica relativa delle metallotioneine 
(MT) nelle cellule mononucleate. Per tutti i parametri è stata verificata la correlazione 
con lo score di steatosi epatica misurato mediante ultrasonografia epatica 
 
I dati finali suggeriscono che lo stress ossidativo è strettamente correlato con 
l’alcolismo, in particolare con un pattern alterato dell’espressione genica delle 
metallotioneine (MT). Questo parametro combinato con l’algoritmo HePaTest può 
offrire un valido strumento diagnostico e di follow-up per la condizione di steatosi da 
causa alcolica (AFLD) in soggetti alcolisti in affiancamento all’ultrasonografica epatica. 
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1.2     L’Epatopatia Alcolica (ALD) 
 
Il consumo di alcol è un fenomeno preoccupante che richiede particolare attenzione e 
adeguati interventi, per la possibilità di gravi implicazioni in ambito sanitario ma anche 
psico-sociale. L’alcol è un  fattore fortemente implicato nell’insorgenza di patologia 
cronica che colpisce il fegato ed è causata dall’accumulo di acidi grassi negli epatociti 
nota come steatosi da causa alcolica (AFLD). Se non trattata in modo adeguato la 
AFLD può rapidamente condurre ad una fibrosi epatica, che vede la sostituzione del 
normale parenchima epatico con tessuto fibroso, in risposta all’istaurarsi di una 
permanente infiammazione (steatoepatite), che progredisce successivamente in cirrosi 
epatica ed epatocarcinoma. Milioni di individui nel mondo ne sono affetti e l’AFLD è la 
maggiore causa di trapianto epatico (Orman et al., 2013). 
 
La maggior parte degli alcolisti sviluppa steatosi ma solo una piccola percentuale 
presenta un decorso in forme più gravi di danno epatico dovute alla dipendenza del 
rischio da altri fattori come: sesso, genetica, metabolismo, stile di vita e fattori 
nutrizionali (Seth et al., 2011). 
 
Molte cause concorrono al meccanismo fisiopatologico dell’AFLD ma un ruolo 
predominante è giocato sicuramente dal metabolismo ossidativo dell’etanoloe alla 
formazione di acetaldeide che causa un incremento della produzione di specie reattive 
dell’ossigeno (ROS). Questa condizione comporta un danno alle macromolecole degli 
epatociti (lipidi di membrana, proteine e acidi nucleici) e un’ alterazione 
dell’espressione genica con conseguente perdita di equilibrio dell’omeostasi cellulare 
(Ceni et al., 2014). 
 
                1.3         Il Fegato 
Il fegato è la più grande ghiandola presente negli organismi animali. Viene definito 
comunemente come uno straordinario laboratorio biochimico per il ruolo cruciale che 
svolge in numerosi processi metabolici e catabolici. Nell’uomo è situato nella regione 
sovramesocolica della cavità peritoneale dell’addome e occupa gran parte 
dell’ipocondrio di destra, parte dell’epigastrio e dell’ipocondrio di sinistra. 
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Superiormente il muscolo del diaframma lo separa dalla cavità toracica, mentre 
inferiormente è a diretto contatto con lo stomaco e con il colon traverso (Fig 1). 
 
 
 
 
                                               
 
 
Figura 1.1: posizione del fegato nel corpo umano 
Immagine tratta da http://www.britishlivertrust.org.uk/home/the-liver.aspx; 
 
 
 
Ha una massa media di 1.5 Kg circa, è avvolto da una capsula connettivale esterna 
definita capsula di Glisson, macroscopicamente presenta due facce: una viscerale (Fig 
1.3) e una diaframmatica (Fig 1.2). La faccia viscerale è divisa in due lobi, il lobo 
quadrato e il caudato;  presenta tre solchi, uno trasverso in cui è presente l’ilo 
dell’organo e due solchi sagittali a delimitare i confini dei due lobi, l’insieme assume 
una tipica forma ad “H”. Le impronte degli organi viscerali sottostanti ne caratterizzano 
la superficie. La faccia diaframmatica si divide nei lobi destro e sinistro, separati da un 
solco sagittale. 
Nell’ilo dell’organo è presente l’ingresso dell’arteria epatica, della vena porta, dei vasi 
linfatici, dei nervi e l’uscita dei dotti epatici e, dei vasi venosi reflui che vanno a 
costituire la vena epatica che sfocia nella vena cava inferiore. 
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Figura 1.2: faccia diaframmatica del fegato 
1Legamenti triangolari; 2, lobo sinistro; 3, legamento falciforme; 4, legamento rotondo; 5, margine inferiore; 6, cistifellea; 7, lobo 
destro 
(Da Artico M, Anatomia Umana-Principi, Edi-Ermes, Milano). 
 
 
Figura 1.3: faccia viscerale del fegato 
8, lobo caudato; 9, vena cava inferiore; 10, area nuda del fegato; 11, legamento coronario; 12, impronta del rene destro; 13, 
impronta colica; 14, impronta duodenale; 15, dotto cistico; 16, lobo quadrato; 17, impronta pilorica; 18, dotto epatico; 19, arteria 
epatica; 20, vena porta; 21, impronta gastrica; 22, appendice fibrosa; 23, impronta esofagea. 
(Da Artico M, Anatomia Umana-Principi, Edi-Ermes, Milano). 
 
1.3.1 La circolazione epatica 
Il fegato è molto vascolarizzato e riceve il sangue dalla vena porta e dall’arteria 
epatica. La maggior parte del sangue (circa il 75%) giunge all’organo attraverso 
la vena porta, che raccoglie il sangue refluo dal  tubo digerente (nella sua 
porzione sottodiaframmatica), intestino, pancreas e milza con il fegato che fa 
partedi un sistema detto ‘sistema della vena porta’ o ‘sistema portale’. 
Nonostante il sangue portale sia ricco di nutrienti assorbiti dall’intestino essendo 
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di origine venosa è povero di ossigeno ma ricco di cataboliti e dal fegatao 
attraverso le vene epatiche si getta nella vena cava inferiore. Il fegato riceve 
anche sangue ossigenato dall’arteria epatica.  
 
Figura 1.4: il complesso albero circolatorio epatico 
(Da Artico M, Anatomia Umana-Principi, Edi-Ermes, Milano). 
 
 
Figura 1.5: una schematizzazione dei vasi in ingresso e in uscita dal fegato 
(Da Artico M, Anatomia Umana-Principi, Edi-Ermes, Milano) 
 
 
1.3.2 L’unità funzionale del fegato: il lobulo epatico 
Definire un’ unità funzionale che possa in modo autonomo svolgere tutte le funzioni 
della ghiandola epatica non è semplice. Si tratta di una forzatura per delineare in ambito 
anatomico un’ unità semplice e definita che esplichi nel suo insieme specifiche funzioni 
epatiche. Alla fine si è arrivati a indicare delle aree poligonali, definite lobuli epatici 
(Fig 1.6), che tridimensionalmente hanno una forma di piramidi tronche o prismi, di 
circa 1mm di diametro e 1,5-2 mm di altezza. Ogni lobulo è formato da numerose 
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lamine cellulari, costituite da epatociti, perforate e anastomizzate fra loro ed in grado di 
delimitare un sistema di spazi vascolari irregolari, i sinusoidi epatici. Le lamine cellulari 
ed i capillari mostrano una disposizione radiale convergendo dalla periferia del lobulo 
verso il centro, come i raggi di una ruota. L’asse del lobulo è occupato dalla vena 
centrolobulare, nella quale si aprono i sinusoidi. La zona dove tre o più lobuli adiacenti 
vengono a contatto tra loro assume un aspetto vagamente stellato e viene detta spazio 
portale o portobiliare. In esso decorrono le diramazioni interlobulari della vena porta, 
dell’arteria epatica e del condotto biliare che formano la cosiddetta triade portale; il 
sangue che circola in queste diramazioni viene convogliato dalla periferia del lobulo 
nella rete mirabile venosa costituita dai sinusoidi che si spinge tra le lamine cellulari 
degli epatociti e collega i vasi interlobulari con la vena centrolobulare. Il sangue che 
circola nei sinusoidi è arterovenoso, poiché in essi confluiscono le ramificazioni sia 
della vena porta che dell’arteria epatica.  
 
Figura 1.6: schema esplicativo di un lobulo epatico 
E’ evidenziata la triade portale formata dalla vena porta, dall’arteria epatica e dal dotto biliare. (Da Artico M, Anatomia 
Umana-Principi, Edi-Ermes, Milano). 
 
1.3.3 La citologia 
La citologia dell’organo epatico è molto varia e comprende diversi tipi cellulari 
suddivisibili in due grandi gruppi: 
- Cellule parenchimali: per il il 60 % rappresentate da epatociti 
- Cellule non parenchimali per il restante 40%: cellule di Ito o stellate, di Kupffer  e 
cellule endoteliali 
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Gli epatociti sono le cellule responsabili delle funzioni di biosintesi e fisiologiche del 
fegato. Hanno  una forma poliedrica, con 5-6 facce, un diametro di 25-30µm, un nucleo 
voluminoso, con zolle di cromatina sparse e uno o più nucleoli. L’aspetto 
ultrastrutturale degli epatociti non è omogeneo, e tale caratteristica riflette la loro 
variabilità funzionale. 
Il reticolo endoplasmatico granulare è abbondante e la sua estensione varia in funzione 
dell’attività della cellula. Molti ribosomi sono liberi, aggregati in poliribosomi a spirale 
o a rosetta. Il reticolo endoplasmatico granulare e i ribosomi sono responsabili della 
sintesi delle numerose proteine che il fegato immette nel sangue (albumine, fibrinogeno, 
protrombina, angiotensinogeno, ecc.). 
Il reticolo liscio forma un fitto plesso di canali ramificati e anastomizzati ed è anch’esso 
correlato nel proprio sviluppo, all’impegno funzionale della cellula. Il reticolo liscio 
prende parte ai processi di glicogenolisi (e quindi immissione di glucosio nel sangue), di 
sintesi del colesterolo e di neutralizzazione di farmaci liposolubili. Quest’ultima attività 
è determinante nella funzione detossificante nel fegato. 
Il complesso del Golgi è presente sotto forma di vari gruppi di cisterne e vescicole 
localizzate in prossimità dei capillari biliari, assieme ai lisosomi e perossisomi. I 
mitocondri sono numerosi, allungati o rotondeggianti, con creste laminari, a 
distribuzione ubiquitaria. 
Caratteristica dell’epatocita è la presenza di aggregati di glicogeno visibili al 
microscopio elettronico sotto forma di granuli elettron-opachi, singoli o aggregati, in 
rapporto con le membrane del reticolo liscio. Anche la presenza del glicogeno, un 
polimero insolubile del glucosio, dipende dallo stato funzionale dell’epatocita. 
Infine, possono trovarsi nel citoplasma inclusi lipidici, granuli di ferritina, lipofuscine, e 
pigmenti biliari. 
Le cellule di Kupffer: sono macrofagi localizzati in prossimità dei sinusoidi, 
costituiscono il 3% della popolazione cellulare dell’organo. Partecipano all’ immunità 
innata aspecifica mediante fagocitosi di virus, batteri, corpi apoptotici e resti di globuli 
rossi. 
Le cellule di Ito (o stellate): sono localizzate nello spazio del Disse (spazio compreso 
tra i sinusoidi e il polo apicale degli epatociti), immagazzinano vitamina A in gocce 
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lipidiche, in caso di infiammazione epatica si trasformano in miofibroblasti producenti 
collagene, partecipando così al meccanismo che porta alla fibrosi epatica. 
Rappresentano il 15 % della popolazione cellulare propria dell’organo. 
Le cellule endoteliali: rivestono i sinusoidi epatici al cui interno corre un sangue misto 
proveniente dall’arteria epatica e dalla vena porta. 
 
 
Figura 1.7: sezione istologica di fegato 
Si evidenzia l’organizzazione in lobuli del parenchima epatico, la foto mette in particolare rilievo il sistema vascolare  
 
1.3.4 Metabolismo epatico 
Il fegato svolge un ruolo centrale nella regolazione del metabolismo dell’organismo 
animale modulando i rifornimenti energetici ai tessuti periferici e centrali in qualsiasi 
momento e in qualsiasi circostanza; per questo motivo la sua capacità di accumulare e 
distribuire molecole energetiche è mediata sia da segnali locali che da segnali periferici, 
soprattutto di natura endocrina provenienti dal pancreas, tiroide e surrene. 
Metabolismo dei carboidrati 
I carboidrati (soprattutto il glucosio) sono una fonte energetica di primaria importanza 
per l’organismo. Il fegato svolge un ruolo chiave nel garantire in ogni momento 
un’adeguata biodisponibilità di glucosio e nella regolazione della glicemia grazie alla 
capacità sia di accumulare carboidrati sotto forma di glicogeno (glicogenosintesi) sia di 
sintetizzare glucosio ex novo (gluconeogenesi) partendo da prodotti del metabolismo 
non ossidativo del glucosio stesso (lattato e piruvato) o da aminoacidi (soprattutto 
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alanina) derivati essenzialmente dal catabolismo delle proteine muscolari in seguito a 
digiuno o esercizio prolungato.  
Il fegato capta il glucosio presente negli  alimenti grazie al trasportatore GLUT2 che, a 
differenza di altri trasportatori del glucosio, non è soggetto ad alcun controllo da parte 
dell’insulina.  
All’interno dell’epatocita, il glucosio captato è rapidamente trasformato per opera 
dell’enzima glucochinasi in glucosio 6-fosfato. Questa riduzione della concentrazione 
intracellulare di glucosio libero assicura il mantenimento del gradiente di 
concentrazione transcellulare necessario per un’ottimale captazione epatica durante il 
periodo prandiale. In base alle necessità, il glucosio-6-fosfato può essere utilizzato per 
la sintesi del glicogeno oppure per la produzione d’energia attraverso la glicolisi. 
Gluconeogenesi 
Alcuni tessuti richiedono un costante apporto di glucosio poiché il loro metabolismo 
dipende quasi esclusivamente dalla demolizione dello zucchero. Un esempio può essere 
dato dal cervello che consuma circa 100gr di glucosio per giorno. Per questo motivo 
l'organismo deve mantenere sempre un livello ottimale di glucosio ematico, che 
rifornisce i tessuti. La carenza di glucosio si verifica durante il digiuno e quindi un 
costante apporto di zuccheri è necessario affinché il cervello possa svolgere le proprie 
attività metaboliche. 
Il fegato è in grado di sintetizzare, per gluconeogenesi, fino a 240 mg di glucosio al 
giorno. 
Attraverso la gluconeogenesi, il fegato è in grado di produrre glucosio a partire da un 
composto non glucidico. Essendo un metabolismo molto dispendioso, la gluconeogenesi 
è attiva solo in caso di necessità di glucosio. Il glucosio viene sintetizzato ad opera degli 
stessi enzimi che catalizzano le tappe glicolitiche, ma seguendo il cammino opposto, ad 
eccezione per quelle tappe nelle quali la differenza di energia libera è negativa. I 
precusori del glucosio possono essere: piruvato, lattato, glicerolo e amminoacidi. Si 
basa su 3 deviazioni, corrispondenti alle 3 reazioni irreversibili della glicolisi. Nella 
prima deviazione si registra formazione di fosfoenolpiruvato a partire da piruvato, 
passando attraverso reazioni intermedie. Dal piruvato si ottiene ossalacetato grazie 
all'enzima piruvato carbossilasi. L'ossalacetato così prodotto viene convertito in 
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fosfoenolpiruvato dalla fosfoenolpiruvato carbossichinasi. La seconda deviazione 
permette di ricavare fruttosio-6-fosfato a partire dal reagente fruttosio-1,6-bisfosfato. 
L'enzima catalizzante questa reazione è la fruttosio-1,6-bisfosfatasi. Infine la terza 
deviazione, che consente di ottenere la molecola di glucosio a partire dal glucosio-6-
fosfato è catalizzata dalla glucosio-6-fosfatasi (Fig 1.8).  
 
 
Figura 1.8: tappe della gluconeogenesi. 
In rosso sono evidenziati gli enzimi specifici per la gluconeogenesi (nel testo indicate come reazioni di ‘deviazione’), mentre in blu 
sono descritti gli enzimi in comune tra i due metabolismi, infine in verde sono indicati i reagenti ed i prodotti di tutte le reazioni. 
(Da: Voet & Voet Fondamenti di Biochimica ed. Zanichelli, Bologna) 
Metabolismo del glicogeno 
Il glicogeno, che in condizioni normali costituisce circa il 10% del peso del fegato, 
rappresenta la principale forma di deposito di carboidrati a livello epatico ed è 
sufficiente a garantire la disponibilità di glucosio dell’intero organismo per circa 48 ore 
indipendentemente da ogni attività gluconeogenetica. 
La glicogenosintesi avviene a partire dal glucosio captato durante i periodi prandiali, ma 
anche dal lattato (derivato dal metabolismo periferico del glucosio e poi captato 
dall’epatocita) e dal piruvato di derivazione amminoacidica. 
Il glucosio presente nel fegato, attraverso l’enzima glucochinasi, viene convertito in 
glucosio-6-fosfato, successivamente viene convertito dalla fosfoglucomutasi in 
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glucosio-1-fosfato ed in seguito ultimo  si osserva la formazione dell’UDP-glucosio 
(Fig 1.9A). 
Il glicogeno è una molecola molto ramificata e per la sua sintesi intervengono due 
enzimi: glicogeno sintasi, preposta per la formazione della catena lineare di glicogeno 
(Fig 1.9B) e la glicosil-4-6-transferasi, preposta per la formazione delle ramificazioni 
(Fig 1.9C). La glicogeno sintasi, per iniziare la formazione di una nuova catena di 
glicogeno, necessita dell’ausilio della glicogenina, che fornisce un punto specifico dal 
quale iniziare la sintesi. La glicogenina presenta un residuo di tirosina specifico 
(Tyr194) al quale viene legata la prima molecola di glucosio. 
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Figura 1.9: tappe della glicogenosintesi 
A. La prima tappa consiste nella reazione tra il gruppo fosfato del glucosio-1-fosfato ATP attaccando il gruppo fosforico in a. 
Questa reazione, è catalizzata dall’enzima UDP-glucosio pirofosforilasi, che catalizza la liberazione di un gruppo pirofosfato 
dall’UTP la e formazione dell’UDPG. Il gruppo pirofosfato formatosi va incontro ad un’altra reazione, catalizzata dalla pirofosfatasi 
inorganica, che scinde il gruppo pirofosfato in due molecole di fosfato inorganico. Lo scopo di quest’ultima reazione è quello di 
favorire energeticamente la reazione di formazione dell’UDPG. 
(Da: Voet & Voet Fondamenti di Biochimica ed. Zanichelli, Bologna). 
 
La glicogeno lisi, metabolismo opposto alla glicogeno sintesi,  è caratterizzata dalla 
conversione di glicogeno in glucosio-1-fosfato prima (ad opera della glicogeno 
fosforilasi, Fig 1.10) e, dopo glucosio-6-fosfato, che può entrare a far parte del 
catabolismo dell’organismo per produrre energia sotto forma di ATP. Questo 
metabolismo è attivato in risposta ad uno stimolo ormonale bene preciso ad opera del 
glucagone o dell’adrenalina. 
 
 
 
Figura 1.10: tappe della glicogenolisi. 
La prima tappa consiste nella formazione del glucosio-1-fosfato a partire dal glicogeno 
(Da: Voet & Voet Fondamenti di Biochimica ed. Zanichelli, Bologna). 
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Controllo ormonale  
Il metabolismo del glucosio è sottoposto a un fine controllo umorale al livello epatico. 
Ormone chiave in questa regolazione è l’insulina, che il pancreas secerne nel sangue 
portale, che viene in contatto in prima istanza con il fegato. L'insulina è un ormone 
proteico prodotto dalle cellule beta delle isole di Langerhans del pancreas; è formata da 
due catene unite da 2 ponti solfuro: catena A di 21 amminoacidi e catena B di 30 
amminoacidi. 
L’azione dell’insulina sul fegato si manifesta sugli enzimi coinvolti nel metabolismo dei 
carboidrati a livello sia trascrizionale (regolazione della produzione di mRNA dai geni 
codificanti specifici enzimi) che post-trascrizionale (attivazione, stabilizzazione o 
degradazione di tali enzimi). L’azione dell’insulina sul fegato porta ad un’inibizione 
della glicogenolisi e della gluconeogenesi, cui si associa una stimolazione della 
glicogenosintesi. 
L’azione dell’insulina sul fegato è peraltro contrastata da altri ormoni (glucagone, 
catecolamine, corticosteroidi ed ormone della crescita) che, al contrario, inducono un 
incremento della gluconeogenesi e/o glicogenolisi. 
Il glucagone è un ormone iperglicemizzante, sintetizzato dalle cellule alfa delle isole di 
Langerhans del pancreas e strutturalmente formato da 29 aminoacidi. Il glucagone 
coadiuva l'aumento della concentrazione del glucosio nel flusso ematico che viene 
secreto dal pancreas ed ha come bersaglio il fegato ed in particolare gli epatociti. Che 
possono possono captare mediante alcuni recettori di membrana la presenza dell'ormone 
e variare di conseguenza la propria fisiologia interna. Il principale effetto operato dal 
glucagone è l'aumento della glicogenolisi che, di fatti, determina una maggiore presenza 
di glucosio-6-fosfato endocellulare che, una volta defosforilato, può entrare nel torrente 
sanguigno. La risposta d’innalzamento del livello di glucosio ematico operata dal 
glucagone si risolve, essenzialmente, in questo effetto. Il glucagone, inoltre, aumenta 
l'attività del complesso lipasico che si traduce in una maggiore velocità di demolizione 
dei trigliceridi con conseguente produzione di acidi grassi che, una volta ossidati, 
portano alla formazione di corpi chetonici. L'eccessiva attività del glucagone, 
specialmente in organismi che difettano nella produzione o nell'utilizzo dell'insulina, 
porta alla patologia conosciuta come chetoacidosi o acidosi chetodipendente, nella quale 
il pH del sangue si abbassa fino a toccare valori critici e, oltretutto, porta uno 
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scompenso elettrolitico dovuto dal "sequestro" dei corpi chetonici che si comportano 
come anioni di elettroliti cationici importantissimi come il sodio (Na
+
) od il potassio 
(K
+
). 
 
Figura 1.11: il metabolismo del glucosio controllato dagli ormoni pancreatici 
insulina e glucagone  
(da: www.discoveryhealth.com) 
 
Metabolismo delle proteine e degli aminoacidi 
Il fegato svolge un ruolo importante nell’ambito del metabolismo azotato essendo 
responsabile della sintesi di molte proteine ma anche di reazioni di transaminazione, 
catalizzate da enzimi comunemente noti come transaminasi. 
Tra questi ricordiamo: l’aspartato aminotransferasi (AST) enzima sia citosolico che 
mitocondriale – e l’alanina aminotransferasi (ALT) (Fig 1.12) – enzima esclusivamente 
citosolico. Un aumento della concentrazione sierica di tali enzimi, causato dalla loro 
fuoriuscita da epatociti danneggiati, è pertanto considerato un importante indice di 
danno epatico (valori di riferimento: 5-35 U/L). 
Il fegato, oltre ad essere uno degli organi maggiormente responsabili della sintesi degli 
aminoacidi non essenziali a partire da quelli essenziali, è anche responsabile della 
sintesi di molte proteine del siero tra cui, per esempio, l’albumina (di cui il fegato ne 
sintetizza circa 3g al giorno), la transferrina e altre proteine coinvolte nel trasporto e 
metabolismo del ferro e numerosi fattori della coagulazione (fra cui il fibrinogeno e la 
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protrombina) o ad azione anticoagulante (come le proteine C ed S), la sintesi di molti 
dei quali richiede modificazioni post-traduzionali vitamina K-dipendenti.  
La concentrazione sierica dell’albumina è abitualmente utilizzata come indice delle 
capacità biosintetiche epatiche (valore di riferimento: 3,5-5 g/100 ml). L’albumina 
svolge un’importante funzione di legame e trasporto per molte sostanze sia endogene 
(come acidi grassi, biliari e steroidi) sia esogene (farmaci) e gioca un ruolo chiave nel 
mantenimento della pressione oncotica del siero e, quindi, nell’omeostasi del volume 
plasmatico e dei liquidi corporei. Uno dei fattori che regolano la sintesi epatica di 
albumina è infatti la pressione oncotica del siero. 
Il fegato è anche il maggior responsabile della sintesi delle cosiddette proteine di fase 
acuta: una serie eterogenea di proteine (fra cui l’α1-antitripsina, l’α1-antichimotripsina, 
la ceruloplasmina e la proteina C reattiva) che viene comunemente espressa durante 
l’infiammazione sistemica acuta e cronica e che si pensa abbia un importante ruolo 
difensivo contro le infezioni e il danno tissutale in genere. 
Il fegato svolge anche un’importante funzione catabolica sugli aminoacidi, che riceve 
con il sangue portale, producendo ammoniaca (che in parte deriva anche dal 
catabolismo degli acidi nucleici). L’ammoniaca prodotta può essere poi utilizzata per la 
sintesi degli aminoacidi non essenziali o, attraverso il cosiddetto ciclo dell’urea, può 
essere trasformata in urea (di cui il fegato è il maggior produttore), che viene poi 
riversata nel plasma per essere eliminata con le urine. 
 
Figura 1.12: la reazione di transaminazione catalizzata dalla ALT, alanina 
aminotransferasi  
(da: www.lacellula.net) 
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Metabolismo dei lipidi 
Acidi grassi e lipoproteine presenti nel plasma possono essere captati dagli epatociti. Gli 
acidi grassi rappresentano sia un’importante fonte immediata d’energia per il fegato sia 
un’essenziale forma di deposito di materiale energetico non solo per il fegato, ma anche 
per tutto l’organismo. Questo in quanto l’ossidazione mitocondriale degli acidi grassi a 
biossido di carbonio e acqua garantisce un’elevata produzione di adenosintrifosfato 
(ATP) e la maggior parte degli organi è in grado di utilizzare gli acidi grassi come 
substrato energetico. 
Glucosio in eccesso può essere convertito in acidi grassi che possono essere accumulati 
(soprattutto a livello del tessuto adiposo). Il fegato è  uno degli organi maggiormente 
responsabili della sintesi di acidi grassi, che può avvenire non solo partendo dai 
carboidrati ma anche dagli aminoacidi, mentre il processo inverso, da lipidi a glucidi, 
non è possibile nell’organismo animale.  
La regolazione della sintesi degli acidi grassi e del loro trasporto agli altri organi in 
associazione con le lipoproteine rappresenta un’altra importante modalità con cui il 
fegato provvede a soddisfare le richieste metaboliche dell’organismo. Il trasporto dalla 
periferia al fegato e il processo contrario è mediato da complessi lipoproteici che 
evidenziano peculiari componenti proteiche che le fanno interagire con recettori 
specifici sia per il loro assorbimento che per la loro parziale digestione. Queste strutture 
hanno la caratteristica di avere un nucleo idrofobico di colesterolo e acidi grassi e un 
involucro idrosolubile di fosfolipidi e proteine, in base alla loro densità vengono 
classificate come: 
- Chilomicroni, i meno densi, raccolgono soprattutto trigliceridi a livello dell'intestino 
tenue introdotti con la dieta e sono diretti ai tessuti muscolare e adiposo prima di essere 
catturati dal fegato. 
- VLDL (very low density lipoprotein) trasportano i trigliceridi neo sintetizzati dal fegato 
al tessuto adiposo. 
- IDL (Intermediate density lipoprotein) sono intermedie tra le VLDL e le LDL. Non 
sono normalmente riscontrabili nel sangue. 
20 
 
- LDL (Low density lipoprotein) trasportano il colesterolo dal fegato alle cellule del 
corpo.  Sono definite come le lipoproteine del "colesterolo cattivo" (valore di 
riferimento: 60-130 mg/100ml). 
- HDL (High density lipoprotein) - recuperano il colesterolo dal corpo e lo riportano al 
fegato. Note anche come le lipoproteine del "colesterolo buono" (valore di riferimento: 
30-75 mg/100ml). 
Valori di riferimento per il colesterolo totale: 140-200 mg/100 ml. 
 
Figura 1.13: il metabolismo delle lipoproteine 
Lo schema mette in evidenza la correlazione tra le varie lipoproteine, VLDL, IDL, LDL e HDL, e i rapporti tra queste e vari enzimi, 
come la LPL (lipoprotein lipase), e ligandi specifici come l’APO B100  
(recettore espresso nel parenchima epatico) (da: www.bioscience.org) 
 
 
 
Sintesi del gruppo EME e catabolismo dell’emoglobina 
La sintesi del gruppo EME avviene principalmente nel midollo osseo (80-85% circa) 
nel fegato per un 15%. I due terzi dell’eme sintetizzato nel fegato formerà il gruppo 
prostetico del Citocromo P450. La sintesi delle’eme avviene in due differenti 
compartimenti cellulari ed è finemente regolata a livello di tre enzimi chiave: acido δ-
aminolaevulinico sintasi, uroporfirinogeno sintasi, ferrochelatasi. In particolare l’enzima 
acido δ-aminolaevulinico sintasi è inibito direttamente dal prodotto finale di questo 
metabolismo cioè dall’eme stesso (Fig 1.14). 
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Figura 1.14: sintesi del gruppo Eme 
La figura mette in evidenza il ruolo svolto dai due compartimenti, citosolico e mitocondriale, nella complessa sintesi del gruppo 
prostetico dell’emoglobina  
(da appunti di Biochimica Clinica per scienze biologiche sanitarie, aa 2009-2010 Prof.ssa Elena Zocchi) 
 
L'eme viene degradato a bilirubina, un pigmento di colore giallo-rossastro, contenuto 
nella bile ed è il fegato protagonista del catabolismo del gruppo eme; la bilirubina 
insieme all'albumina, come bilirubina non coniugata raggiunge il fegato, dove viene 
internalizzata. Nel fegato la bilirubina è coniugata ad una proteina citosolica, glutatione-
S-trasferasi. Questo processo è catalizzato da un enzima microsomiale detto uridina 
difosfoglucuronil transferasi (UDPGT) e ne deriva la bilirubina monoglucuronide e la 
bilirubina diglucuronide. La bilirubina così coniugata è resa solubile e viene quindi 
escreta dal polo biliare dell’epatocita  nella bile, la quale viene riversata nel duodeno e 
successivamente passa nel colon dove viene parzialmente trasformata in 
stercobilinogeno e urobilinogeno. La bilirubina e i suoi cataboliti (Stercobilinogeno) 
conferiscono alle feci il loro caratteristico colore marrone. L'urobilinogeno viene in 
parte riassorbito ed espulso dai reni come urobilina, che conferisce il caratteristico 
colore giallo alle urine (Fig 1.15). 
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Figura 1.15: catabolismo del gruppo eme  
(da: www.my-personaltrainer.it) 
1.3.4 Funzione di deposito 
Oltre ad essere la principale riserva di glicogeno il fegato è un organo coinvolto anche 
nell’immagazzinamento di molte altre molecole, tra le quali numerosi coenzimi, e ioni 
come il ferro che viene accumulato legato alla ferritina. Tra i coenzimi alcune vitamine 
del gruppo B, per esempio la B12 fondamentale per lo sviluppo dei globuli rossi (la sua 
carenza causa l’anemia permiciosa). La vitamina K (Koagulation Vitamin) essenziale 
per la coagulazione, la vitamina A accumulata nelle cellule stellate (o di Ito), importante 
sia per la funzionalità di membrana che per il fenomeno della vista, e la vitamina D. Nel 
fegato infatti avviene la prima importante reazione di idrossilazione del colecalciferolo 
che viene così ad essere convertito in 25-idrossicolecalciferolo, precursore del 1,25-
diidrossicolecalciferolo di sintesi invece renale (vitamina D attiva). 
1.3.5 Detossificazione e reazioni di biotrasformazione  
Il fegato ha la fondamentale funzione di detossificare l’organismo da xenobiotici  e 
farmaci. Le reazioni di detossificazione vengono suddivise in due grandi gruppi: le 
reazioni di fase uno e quelle di fase due. Il principio è quello di trasformare molecole 
dalla spiccata liposolubilità, in modo da far acquisire loro caratteristiche di 
idrosolubilità creando gruppi funzionali carichi (reazioni di fase 1), cationici o anionici, 
e successivamente di coniugarli con molecole idrofile (reazioni di fase 2) quali l’acido 
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glucuronico o il glutatione (Fig 1.16) per garantirne l’escrezione con le feci, l’urina, il 
sudore, la saliva e altri fluidi biologici. Per il primo gruppo di reazioni il complesso 
appartenente alla famiglia dei Citocromi P450 svolge un ruolo di primo piano, le 
reazioni di coniugazione invece sono catalizzate da enzimi specifici, come la Glucoronil 
Transferasi. Generalmente con le reazioni di biotrasformazione si ottiene una totale o 
parziale riduzione della tossicità dello xenobiotico, talvolta però si può ottenere l’effetto 
opposto, un’attivazione del composto. In questi casi si ha un notevole danno epatico con 
conseguenze potenzialmente fatali per l’organismo. Il 75% di tutte le reazioni di 
biotrasformazione dell’organismo avviene a livello epatico. Al termine delle reazioni di 
queste, gli xenobiotici così metabolizzati lasciano l’epatocita al polo sinusoidale (per 
essere poi escreti con le urine) o biliare (per l’escrezione con la bile) attraverso reazioni 
mediate da un’ampia gamma di trasportatori energia-dipendenti. 
 
Figura 1.16: schema delle reazioni di biotrasformazione epatiche 
(da appunti di Patologia Generale del 1996 per il Corso di Laurea in Scienze Biologiche, Prof. Ferro) 
1.3.6 Funzione emopoietica 
In condizioni fisiologiche il fegato partecipa direttamente alla produzione degli elementi 
figurati del sangue solo durante la vita fetale (e più precisamente dal terzo al sesto mese 
di vita fetale), al termine del periodo di emopoiesi vitellina e prima dell’emopoiesi 
midollare. Pur non producendo più direttamente cellule ematiche, durante la vita 
postnatale, una normale funzionalità epatica è peraltro essenziale per l’apporto di ferro, 
acido folico e vitamina B12 fornito dal fegato al midollo osseo e per una corretta 
emopoiesi. 
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1.3.7 Funzione endocrina 
La funzione endocrina del fegato è  legata all’ attivazione degli ormoni tiroidei, 
conversione della T4 a T3 (forma biologicamente più attiva) mediante deiodasi 
specifiche, ma anche alla produzione propria di  un ormone glicoproteico, l’EPO 
(eritropoietina), che regola l’eritropoiesi, dalla proliferazione e differenziazione fino alla 
maturazione degli eritrociti. Durante la vita fetale le cellule di Kupffer del fegato sono 
le principali responsabili della sintesi dell’eritropoietina, nell’adulto l’Epo è prodotta 
prevalentemente dal rene, ma anche in questa fase della vita il contributo epatico è 
significativo (5-10% della produzione totale).  
Attraverso la produzione di fattori di crescita insulino-simili (insulin-like growth 
factors, IGF), il fegato gioca un ruolo chiave anche nelle azioni complessive svolte 
dall’ormone della crescita (growth hormone, GH), di cui gli IGF epatici sono importanti 
mediatori. Insieme al rene, il fegato è infine deputato alla rimozione dal torrente 
circolatorio degli ormoni peptidici e al loro catabolismo. L’azione maggiore sembra 
essere nei riguardi di insulina, glucagone e GH, anche se il fegato è in grado di 
catabolizzare molti altri ormoni peptidici (per esempio gli ormoni gastrointestinali). 
1.4        Il Danno Epatico 
Il fegato, come si è potuto apprendere e sottolineare, in precedenza è al centro di molti 
metabolismi di vitale importanza. Una sua compromissione a causa d’ insulti di varia 
natura (metabolici, tossici, microbici, virali, neoplastici e circolatori) può mettere in 
serio pericolo la sopravvivenza dell’intero organismo. La natura della ghiandola, dotata 
di una grande massa e di moltissime unità funzionali, è in grado di mascherare molto 
bene l’insorgenza della sintomatologia precoce di danno epatico; l’alterazione della 
fisiologia dell’organo diviene drammaticamente evidente nel momento in cui si ha nel 
soggetto l’alterazione della funzionalità dell’epatocita e dell’ architettura epatica 
normalmente con comparsa dell’ittero e livelli di transaminasi ematici fuori norma. 
Successivamente si ha una compromissione della normale perfusione epatica (dovuta a 
fibrosi) con presenza di ulteriori segni clinici ad indicare un grave stato di sofferenza 
dell’organo. 
Indipendentemente dalla causa, si osservano quattro tipi di risposta al danno in funzione 
delle alterazioni morfofunzionali che lo caratterizzano: 
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- DEGENERAZIONE INTRACELLULARE. Il danno provocato da un insulto tossico 
o immunologico può causare un aspetto rigonfio ed edematoso dell’epatocita, con il 
citoplasma che mostra ampi spazi chiari irregolari. Nel fegato con lesioni di tipo 
colestatico, la ritenzione di materiale biliare può produrre un aspetto diffusamente 
schiumoso dell’epatocita danneggiato (degenerazione schiumosa). Alcune sostanze tra 
cui il ferro e il rame, possono accumularsi negli epatociti così come i trigliceridi che 
possono essere causa di una degenerazione grassa che conduce alla steatosi. 
 
- NECROSI E APOPTOSI. Qualsiasi danno epatico significativo può causare necrosi 
degli epatociti e perdita della loro normale funzionalità. Nella necrosi ischemica 
coagulativa, le cellule epatiche risultano edematose e spesso presentano nuclei 
frammentati e quindi non in grado di assolvere ai loro compiti fisiologici. Stessa 
situazione si rileva quando, con la morte cellulare per apoptosi, gli epatociti isolati si 
contraggono fino a formare cellule raggrinzite picnotiche e intensamente eosinofile, e 
quando alterazioni osmotiche causano rigonfiamenti e rottura degli elementi cellulari 
fino a determinare quel fenomeno detto necrosi litica. 
 
- INFIAMMAZIONE. La necrosi indotta da tossicità diretta o ischemica dell’epatocita 
stimola una risposta infiammatoria. Il danno associato ad un infiltrato di cellule 
dell’infiammazione acuta o cronica è definita epatite. La distruzione da parte di linfociti 
citotossici di cellule epatiche esprimenti antigeni è un frequente meccanismo di danno 
epatico, specialmente nel corso di infezioni virali. Gli epatociti apoptotici non danno 
origine a una reazione infiammatoria; tuttavia, i macrofagi spazzini (cellule del Kupffer 
e monociti circolanti reclutati nel fegato) fagocitano i frammenti cellulari apoptotici in 
poche ore, dando vita a gruppi di cellule infiammatorie. Corpi estranei, organismi e una 
varietà di farmaci possono provocare una reazione granulomatosa. 
 
- FIBROSI. In risposta al danno il parenchima epatico subisce un cambiamento 
dell’architettura. La sostituzione della popolazione cellulare residente con fibroblasti e 
deposizione di matrice extracellulare (collagene) in notevoli quantità porta ad uno stato 
definito fibrosi. La fibrosi è alla base della perdita progressiva della funzionalità 
dell’organo in corso di danno, è tra le responsabili dell’alterazione della circolazione 
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propria dell’organo  che porta a gravi conseguenze sulla sua perfusione. La comparsa 
della fibrosi è quasi sempre legata ad una condizione di danno irreversibile. 
 
La capacità rigenerativa del fegato fu osservata  per la prima volta da Higgins e 
Anderson nel 1931 in un modello sperimentale di epatectomia parziale (70%). Anche 
nell’organismo umano si può osservare una rigenerazione dell’organo, è un processo 
noto come crescita compensatoria, ovvero non si rigenerano le parti asportate ma 
aumentano di massa quelle rimaste. Il fenomeno della rigenerazione è mediato da 
dall’attivazione di oncogeni specifici (cmyc, ras, junB), di enzimi connessi con la sintesi 
del DNA (topoisomerasi, poli ADP riboso polimerasi) citochine (TNF e IL-6) nella fase 
di uscita dalla quiescenza G0 (fase di innesco). La progressione nel ciclo cellulare vede 
il coinvolgimento di altri fattori quali HGF e TGF-α che inducono la replicazione del 
DNA. Molte altre molecole sono coinvolte nel fenomeno, noradrenalina, insulina, 
ormoni tiroidei e ormone della crescita agiscono sicuramente come coadiuvanti della 
rigenerazione. Il fenomeno del controllo della crescita non è ancora chiarito, ma 
probabilmente coinvolge meccanismi di inibizione del ciclo cellulare e inibitori dei 
fattori di crescita anche se è noto che, gli epatociti comunque possono eseguire un 
numero molto limitato di divisioni cellulari. L’attenzione dei ricercatori è comunque 
rivolto al ruolo esercitato dalla popolazione staminale adulta residente nel fegato, le 
cellule ovali, nella riparazione del parenchima epatico e nell’insorgenza della fibrosi ( 
Greenbaum and Wells 2009). 
 
1.5       Steatosi Epatica 
Con i termini steatosi e degenerazione grassa si intende di uno stato in cui si  ha    un 
accumulo anomalo di trigliceridi all’interno del parenchima epatico. Essendo il fegato 
un organo centrale nel metabolismo dei grassi la steatosi è molto frequente anche se 
compare anche in altri distretti quali cuore, muscoli e reni. Tra le varie e possibili 
frequenti cause di steatosi vi sono: tossine, malnutrizione proteica, diabete mellito, 
obesità ed anossia. Nelle nazioni industrializzate oggi le cause più comuni sono ritenute 
l’alcolismo e l’obesità. In un soggetto normale la quantità di grassi presenti nel fegato 
ammonta al 20% del peso della ghiandola, solo il 5% è rappresentato da grassi liberi, il 
resto è formato da lipidi di membrana. Si può parlare di steatosi epatica quando la quota 
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di grassi liberi (in prevalenza trigliceridi) supera il 5% del peso secco della ghiandola 
stessa. Diversi meccanismi portano al loro accumulo, per esempio un eccessivo 
stoccaggio di trigliceridi può essere attribuito a difetti di un punto qualsiasi della catena 
di eventi che portano gli acidi grassi ad accumularsi nell’epatocita ad essere poi 
veicolati come lipoproteine. La gravità della sindrome dipende dalle cause e dall’entità 
dell’accumulo, se modesto può avere effetti nulli sulla funzionalità dell’organo, se 
considerevole  compromette la funzionalità  in modo rilevante . 
Morfologicamente l’accumulo di trigliceridi negli epatociti si manifesta con la presenza 
di vacuoli chiari all’interno delle cellule. Anche la presenza di glicogeno e acqua porta 
alla formazione di strutture analoghe, quindi è necessario utilizzare colorazioni 
specifiche per i grassi per poterli distinguere. Si utilizzano soluzioni che non siano 
solventi degli acidi grassi nella preparazione di sezioni istologiche del fegato steatosico, 
queste vengono colorate con Sudan IV o Red Oil O che conferiscono entrambi una 
tipica colorazione rosso-arancio agli acidi grassi eventualmente presenti. 
Si distinguono due tipologie di accumulo di trigliceridi negli epatociti: 
microvescicolare e macrovescicolare, anche se in realtà le due forme possono 
tranquillamente coesistere nella stessa sezione. 
- Steatosi microvescicolare: l'epatocita ha un citoplasma schiumoso e un nucleo centrale, 
i trigliceridi si accumulano in organelli subcellulari (reticolo endoplasmatico e lisosomi) 
che riflettono un disturbo metabolico diffuso. L’eventuale danno mitocondriale limita la 
capacità di ossidare i FFA, si unisce anche una ridotta produzione di lipoproteine a 
causare l’accumulo (Fig 1.17). 
 
Figura 1.17: steatosi micro vescicolare 
La sezione è colorata con Sudan IV  
(da: Epatopatie Metaboliche Dott. Angelo Ricchiuti UNIPI) 
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- Steatosi macrovescicolare: è la forma più comune,  la notevole presenza di trigliceridi 
de localizza il nucleo in posizione eccentrica conferendo la caratteristica morfologia ad 
“anello con castone” (Fig 1.18). L’accumulo in notevoli quantità è dovuto all’elevato 
turn-over che hanno i trigliceridi, gli epatociti li captano in continuazione ma il loro 
metabolismo, esterificazioni, sintesi VLDL e ossidazione è limitato. Le principali cause 
di questa degenerazione sono già state menzionate in precedenza (alcool, diabete 
mellito, obesità..) 
 
Figura 1.18: steatosi macrovescicolare 
In evidenza infiltrati linfocitari ad indicare un’infiammazione in corso 
 (da: Epatopatie Metaboliche Dott. Angelo Ricchiuti UNIPI) 
 
1.5.1 Classificazione della steatosi in base al meccanismo patogenetico 
- Steatosi da diminuzione della sintesi proteica: è caratterizzata da un deficit della sintesi 
proteica da parte dell’epatocita, che comporta una riduzione anche della sintesi delle 
apoproteine necessarie a formare l’involucro idrofilico delle lipoproteine. Senza 
apoproteine specifiche, come le APO B 100, le vescicole lipidiche non possono nè 
lasciare il polo vascolare dell’epatocita né interagire con i loro recettori e enzimi 
responsabili del loro metabolismo. Come conseguenza si verifica un accumulo di 
trigliceridi all’interno dell’epatocita. 
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- Steatosi da diminuzione di sintesi di microtubuli: numerose molecole presenti in 
natura sono in grado di interagire con i microtubuli e alterare in modo concreto il 
normale traffico vescicolare all’interno dell’epatocita. La tossina del fungo Ammanita 
Falloide, la falloidina, è in grado di polimerizzare e stabilizzare i filamenti di actina 
bloccando le funzionalità citoscheletriche. La colchicina (veleno derivato 
dal  Colchicum autumnale) si lega ad una proteina dei microtubuli, la tubulina, e ne 
causa la depolimerizzazione, l’acetaldeide, prodotto del metabolismo dell’etanolo, si 
lega alla tubulina e compromette anch’essa la funzionalità dei microtuboli. Tutto questo 
comporta logicamente un’ alterazione del normale traffico vescicolare nell’epatocita e 
di conseguenza la ritenzione dei trigliceridi al suo interno. 
 
- Steatosi da diminuzione di sintesi della parte fosfolipidica delle proteine: la carenza 
di colina e l’ azione di vari agenti tossici possono portare ad una significativa riduzione 
della sintesi di fosfo-lipoproteine. Molecole quali aflatossine, actinomicine D, 
cicloesamidi ecc..sono in grado in vitro diindurre steatosi provocando diminuizione, o 
blocco della sintesi proteica nell’epatocita. 
 
- Steatosi causata da diminuzione delle reazioni di β ossidazione mitocondriali: nel 
caso dell’alcolismo il metabolismo dell’etanolo e del suo prodotto di ossidazione, 
l’acetaldeide, porta ad un eccessivo consumo di NADP+  che viene convertito in 
NADPH, l’eccesso di quest’ultimo sposta il metabolismo degli acidi grassi verso la 
sintesi anziché l’ossidazione. 
 
 
Dal punto di vista clinico infine la steatosi è classificabile in due grandi gruppi: la ALD 
(steatosi da alcool) e NAFLD (steatosi da causa non alcolica), quest’ultima può essere 
ancora classificata a seconda della causa: 
- Steatosi da cause nutrizionali 
 Steatosi da dieta iperlipidica 
 Steatosi da dieta ipoproteica 
 Steatosi da dieta carente di colina (solo in vitro) 
 Steatosi da dieta iperglicemica (i glucidi sono precursori degli acidi grassi) 
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 Steatosi da ipervitaminosi di B3 (o niacina o PP causa un’inibizione della lipolisi 
epatica) 
- Steatosi da danno epatico 
 Steatosi da ipossia (diminuzione dei metabolismi ossidativi e di fosforilazione 
ossidativa, una minor sintesi di ATP limita la sintesi proteica e fosfolipidica) 
 Steatosi da azione di veleni sui microtubuli e microfilamenti (vedi falloidina, colchicina) 
 Steatosi da legame covalente con specie radicaliche e perossidazione lipidica (es: CCl4 
che metabolizzato dal cit P450 produce la specie radicalica altamente tossica CCl3) 
 Steatosi da inibitori della sintesi proteica 
La AFLD fu descritta già da Thomas Addison nel 1845 ma l’interesse per la NAFLD è 
molto più recente nel 1962 quando furono compiuti i primi studi sull’ipotesi che anche 
altre cause oltre all’abuso di alcool possono portare alla steatosi.  
 
 
1.6        La Steatosi da Causa Alcolica (AFLD) 
L’INRAN (Istituto Nazionale di Ricerca per gli Alimenti e la Nutrizione), nelle sue 
Linee Guida per una Sana Alimentazione considera moderata, in accordo con le 
indicazioni dell’OMS, una quantità giornaliera di alcol equivalente a non più di 2-3 
Unità Alcoliche per l’uomo, non più di 1-2 Unità Alcoliche per la donna e non più di 1 
Unità Alcolica per l’anziano. Un’Unità Alcolica (U.A.) corrisponde a 12 g di etanolo, 
contenuti in 125 ml di vino o in una bottiglia da 330 ml di birra (Fig 1.19). Chi supera le 
dosi raccomandate è considerato ad medio e alto rischio per l’insorgere di complicanze 
da abuso di alcolici. L’accumulo di acidi grassi negli epatociti, indicato come steatosi, 
nei forti bevitori è la prima condizione fisiopatologica a presentarsi. I forti bevitori 
possono sia essere quotidiani o occasionali, per esempio nei week-end, e la steatosi 
compare di norma dopo alcuni anni in cui il soggetto è dedito ad un importante 
consumo di bevande alcoliche e superalcoliche.  
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Figura 1.19: Dosi giornaliere corrispondenti ad un consumo moderato 
(fonte: Linee Guida Inran per una Sana Alimentazione Italiana, ed. 2003) 
 
L’etanolo interferisce con il normale metabolismo cellulare favorendo la neosintesi di 
acidi grassi che si accumulano all’interno degli epatociti definendo la condizione di 
steatosi. La rimozione completa del consumo di alcol porta ad una regressione e ad un 
normale ripristino del metabolismo epatico. In questa situazione se non curato, come già 
sottolineato in precedenza, il fegato può incorrere in un’infiammazione cronica,  fibrosi 
e infine cirrosi, che può progredire a tumore, una condizione di danno irreversibile che 
necessità di trapianto di un nuovo organo. 
1.6.1 Metabolismo dell’Etanolo 
L’etanolo viene a essere ossidato in acido acetico i due passaggi consequenziali. Il 
primo, l’ossidazione a acetaldeide, è catalizzato dall’enzima Alcol Deidrogenasi (ADH). 
Il secondo, l’ossidazione dell’acetaldeide a acido acetico, dall’Aldeide Deidrogenasi 
(ALDH). Questi due enzimi utilizzano nella reazione di ossidazione il coenzima 
pirimidinico NAD
+ 
 che viene ad essere ridotto a NADH (Fig 1.20). 
 
Fig 1.20: Ossidazione dell’etanolo 
(Fonte Darthmouth Undergraduate Journal of Science) 
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Negli esseri umani esistono otto isoenzimi di ADH e quattro di ADH. ADH è una 
famiglia di enzimi citosolici rappresentata particolarmente nel fegato ma è presente 
anche nel tratto gastrointestinale, nei reni, nella mucosa nasale e nell’utero. ADH1 è la 
forma maggiormente presente nel fegato. Il prodotto di ossidazione dell’etanolo, 
l’acetaldeide, è in grado di legare le macromolecole cellulari creando addotti 
promuovendo alterazione della normale omeostasi favorendo anche comparsa di 
mutazioni e danno al DNA. 
Le reazioni di ossidazioni dell’etanolo in acido acetico portano ad uno sbilanciamento 
significativo dell’equilibrio NAD+/NADH con conseguenze sui metabolismi 
ossidoriduttivi cellulari e sulle vie di glicolisi, ciclo di Krebs, ossidazione degli acidi 
grassi e gluconeogenesi. In particolare l’ ossidazione del NADH in NAD+ avviene nella 
catena di trasporto finale dei mitocondri, un sovraccarico di questa porta alla 
formazione di riduzioni parziali della molecola di O2 note come Specie Reattive 
dell’Ossigeno (ROS). Queste molecole se prodotte in eccesso comportano alterazioni 
nelle macromolecole e delle vie di segnale che le vedono normalmente coinvolte (Fig 
1.21). 
 
Fig 1.21: Genesi dei ROS nella catena di trasporto finale degli elettroni nelle 
membrane mitocondriali 
(Fonte: www.cell.com) 
Altro meccanismo coinvolto nel metabolismo dell’etanolo è il sistema MEOS (sistema 
di ossidazione dell’etanolo microsomiale) costituito dalla famiglia degli enzimi CYP 
P450. Una grande famiglia di enzimi contenenti un gruppo Eme coinvolti in numerose 
reazioni di ossidazione di xenobiotici e acidi grassi. Sono responsabili delle reazioni di 
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Fase 1, reazioni di attivazione di vari composti destinati ad essere metabolizzati ed 
escreti dopo reazioni di coniugazione con molecole idrosolubili (reazioni di Fase 2). 
Queste reazioni sono di perossidazione, dealchilazione, epossidazione, ossigenazione e 
dealogenazione. In condizioni fisiologiche solo il 10% dell’etanolo è metabolizzato in 
acetaldeide per questa via. L’etanolo induce l’espressione della forma CYP2E1 e nei 
soggetti forti bevitori si ha  l’incremento di acetaldeide prodotta. L’ossidazione per via 
CYP2E1 dell’etanolo porta ad un aumento significativo di specie reattive dell’ossigeno 
(ROS) (Fig 1.22). 
 
 
Fig 1.22: Metabolismo dell’etanolo per via citoplasmatica (ADH) e 
Microsomiale (CYP2E1) e Perossisomiale (CAT) 
(Fonte: Manzo et al., 2010) 
La terza via coinvolta è quella perossisomiale tramite l’enzima catalasi (CAT). La 
catalasi è un enzima antiossidante appartenente alla classe delle ossidoreduttasi 
(contiene un gruppo Eme) che rimuove il perossido di idrogeno (H2O2) ossidandolo ad 
acqua. Ma può catalizzare anche l’ossidazione dell’etanolo in acetaldeide; questa via è 
maggiormente significativa nei tessuti nervosi centrali, in particolare il cervello, e 
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questo sembra avere un ruolo sulla dipendenza e tolleranza da alcol interferendo con la 
neurotrasmissione delle catecolammine (Deng et al., 2008). 
                              
1.6.2 Meccanismi Biochimici e Molecolari dell’AFLD 
Un eccessivo sbilanciamento del rapporto NAD
+
/NADH legato al metabolismo 
dell’etanolo comporta l’alterazione di molte vie biochimiche dipendenti dall’equilibrio  
NAD
+
/NADH. Inoltre è causa anche di un maggior stress mitocondriale dovuto ad un 
sovraccarico della catena di trasporto finale degli elettroni. Questo porta come 
conseguenza ad un aumento della produzione di ROS (Specie Reattive dell’Ossigeno). 
E’ utile aprire una parentesi sul ruolo dei radicali liberi come fonte di stress per la 
cellula. Queste molecole altamente reattive sono responsabili di innescare una serie di 
reazioni a catena incontrollate che come fine ultimo portano alla distruzione 
dell’integrità di membrana, fenomeno definito perossidazione lipidica e quindi ad una 
condizione di danno irreversibile per la cellula. 
Un significativo aumento della perossidazione lipidica è associato alla AFLD; la 
somministrazione di antiossidanti e un alimentazione con grassi insaturi riduce lo stato 
infiammatorio cronico presente nei ratti esposti a consumo di etanolo (Nanji et al., 
2004).  
L’aumento della sintesi lipidica, il loro accumulo in vescicole, la dimunzione della 
secrezione di VLDL e l’instaurarsi di uno stato di infiammazione cronica sono l’effetto 
di una serie di alterazioni di vie di segnale che hanno nell’incremento della 
concentrazione dei ROS uno dei principali protagonisti.  
 
I radicali liberi 
In numerosi processi fisiologici e patologici vengono prodotti, a livello cellulare, i 
radicali liberi che possono svolgere ruoli specifici nella regolazione di vie metaboliche e 
dell’espressione genica o esserne causa, se presenti a concentrazioni elevate, di gravi 
danni alle macromolecole biologiche (DNA, proteine e lipidi). 
In chimica si definisce “radicale” un atomo o una molecola che possiede un elettrone 
spaiato sull’orbitale più esterno. Questo comporta una reattività superiore alle altre 
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specie chimiche che presentano caratteristiche di ioni o legami polari più o meno forti. 
Il loro comportamento è prevalentemente ossidante, inoltre i radicali liberi danno 
origine ad una reazione di propagazione autocatalitica rendendo le molecole con cui 
reagiscono a loro volta radicali innescando così una reazione a catena. Da questa loro 
proprietà si può comprendere la gravità dei fenomeni patologici che li vedono coinvolti 
e il ruolo fondamentale esercitato dagli antiossidanti, molecole che sono proprio in 
grado di spezzare la catena di reazione innescata dai radicali liberi. 
Come già ricordato sono molecole comunemente coinvolte nella naturale fisiologia 
dell’organismo, si originano principalmente per tre vie: 
 
- Per ossidazione: 
  R → R+● + 1 e-  radicale cationico 
- Per  riduzione 
  R +e 
- → R-●     radicale anionico 
- Per scissione omolitica del legame covalente: 
  R−R → R● + R●  radicale neutro 
La tipica reazione di propagazione radicalica inizia con una fase di ATTIVAZIONE in 
cui viene creato un radicale libero partendo da una molecola iniziatrice, per esempio la 
molecola biatomica del cloro: Cl−Cl.  L’attivazione può avvenire per via termica, 
chimica o attraverso una radiazione elettromagnetica. 
Cl−Cl → 2Cl●  
Segue la fase di PROPAGAZIONE in cui il radicale neoformato reagisce con un’altra 
molecola trasformandola a sua volta in radicale. 
Cl
●
 + CH4 → HCl + CH
●
3 
CH
●
3 + Cl−Cl → H3C−Cl + Cl
● 
L’ultima fase è la TERMINAZIONE in cui due specie radicaliche reagiscono insieme 
formando un composto stabile che non è più in grado di portare avanti la reazione. 
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Cl
● 
+ CH
●
3 → H3C−Cl 
CH
●
3 + CH
●
3 → H3C−CH3 
Nel tempo gli organismi hanno sviluppato un sistema di difesa antiossidante da 
componenti enzimatiche e non enzimatiche che se sbilanciato per eccessiva produzione 
di ROS (specie reattive dell’ossigeno) o una scarsa efficienza di meccanismi 
antiossidanti produce stress ossidativi. 
I radicali liberi di principale interesse biologico sono le specie reattive dell’ossigeno 
(ROS) e quelle dell’azoto (RNS).  
 
Gli effetti dei radicali liberi sulle macromolecole possono essere sintetizzati con il 
seguente schema:  
                
 
 
Figura 1.23: diagramma dei danni causati dai radicali liberi sulle 
principali macromolecole biologiche 
 
 
 
 
RADICALI LIBERI 
 
 
 
PROTEINE ACIDI NUCLEICI ACIDI GRASSI INSATURI 
  
 
Perossidazione 
 
Alterazione delle 
membrane 
 
Modificazione delle 
basi 
Mutazioni 
 
Inattivazione 
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1.6.3 Le specie reattive dell’ossigeno (ROS):  
Gli organismi viventi aerobi si sono evoluti per essere in grado di sfruttare l’ossigeno  
come accettore ultimo di elettroni nella catena di trasporto finale della respirazione 
cellulare nei mitocondri. L’ossigeno quindi subisce una reazione di riduzione completa 
trasformandosi in acqua: 
 
 
Figura 1.24: La reazione di riduzione completa dell’ossigeno ad acqua 
 
Nonostante il ruolo dell’ossigeno sia fondamentale per sostenere la vita degli aerobi, è 
stato osservato che a concentrazioni anche di poco superiori a quella atmosferica (21% 
sulla miscela totale di gas) ha un comportamento tossico. Questo non è dovuto alla 
molecola di ossigeno, infatti è scarsamente reattiva, ma a delle forme di riduzione 
intermedia (Fig 1.24) che presentano una reattività molto maggiore rispetto a quella 
dell’ossigeno molecolare. L’ossigeno si trova in natura sotto forma di molecole 
biatomiche; queste presentano due elettroni spaiati di spin uguali sistemati su due 
orbitali differenti  creando così la configurazione dell’ossigeno tripletto, 3O2 (Fig 1.25).  
In questa configurazione la molecola di ossigeno ha un basso potere ossidante, non 
strappa quindi facilmente un elettrone ad un substrato ma il fatto di avere elettroni 
disaccoppiati rende l’ossigeno particolarmente reattivo nei confronti di molecole 
radicaliche per la formazione di legami covalenti. 
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Figura 1.25: la configurazione elettronica degli orbitali  della molecola di 
3
O2  
(Fonte: www.wikipedia.org) 
 
Radicale superossido 
La semplice addizione di un elettrone ad un orbitale esterno porta alla formazione del 
primo prodotto di riduzione dell’ossigeno, il radicale superossido. 
O2 + e
- → ●O2
-  
Questa forma tossica può venirsi a formare a  livello della catena di trasferimento 
elettronico mitocondriale, ma viene anche prodotto durante l’azione di alcuni enzimi 
ossidativi come la xantina ossidasi e l’aldeide ossidasi. Nelle cellule ●O2
- 
subisce poi la 
reazione di dismutazione ad opera della superossido dismutasi (SOD) dando origine ad 
una molecola di acqua ossigenata e ad una molecola di ossigeno.  
2
●
O2
- 
+ 2H
+ → O2 + H2O2 
Il radicale superossido reagisce con molte macromolecole ma tuttavia presenta una 
reattività piuttosto bassa e non si presenta come una sostanza eccessivamente tossica per 
l’organismo. Infatti la sua azione tossica dipende soprattutto dall’interazione con 
l’acqua ossigenata che porta alla genesi del ben più pericoloso radicale idrossile,  ●OH.  
●
O2
- 
+ H2O2  → 
●
OH + OH
- 
 +  
1
O2 
Questa reazione prende il nome di reazione di Haber-Weiss  
Il ruolo fisiologico del radicale superossido, prodotto in gran quantità da neutrofili e 
monociti è legato ai meccanismi di difesa degli organismi nei fagociti attivati.  
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Acqua ossigenata e idrossi radicali  
L’acqua ossigenata è molto stabile e fino alla concentrazione 10-8M non è tossica; viene 
generata da SOD e monoamminossidasi (MAO) e detossificata da glutatione perossidasi 
(GPx) e catalasi.  
L’acqua ossigenata può essere ottenuta sia direttamente dall’ossigeno tramite riduzione 
bivalente, 
O2 + 2 e
- → H2O2 
o tramite la reazione indiretta passando per la riduzione monovalente dell’ossigeno, 
formazione del radicale superossido e successiva dismutazione.  
Fisiologicamente l’acqua ossigenata si forma come prodotto primario della riduzione 
dell’ossigeno da parte di molte ossidasi, soprattutto localizzate a livello dei perossisomi. 
La sua pericolosità è dovuta non tanto all’attacco esercitato su componenti cellulari ma 
alla sua interazione con forme ridotte di ioni bivalenti metallici come il ferro bivalente. 
Questa reazione porta alla formazione dell’idrossi radicale e dello ione ossidrile e 
prende il nome di reazione di Fenton. 
H2O2 + Fe
2+ → ●OH + OH- + Fe3+  
L’idrossi radicale è una specie chimica dal notevole potere ossidante, risulta essere 
estremamente reattivo nei confronti delle molecole biologiche con le quali è in grado di 
combinarsi in un ordine di tempo realmente basso (meno di un millisecondo). Può 
reagire attraverso tre vie: idrogeno estrazione, addizione e trasferimento elettronico. 
L’idrogeno estrazione può essere effettuata a livello delle membrane lipidiche della 
cellula. Gli acidi grassi poli-insaturi vengono attaccati da 
●
OH e si innesca il processo 
catalitico che prende il nome di perossidazione lipidica, questa reazione comporta una 
grave perdita della funzionalità di membrana che si traduce subito in una forma di 
danno patologico molto grave per la cellula.  
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Figura 1.26: Meccanismo di reazione della perossidazione lipidica  
(Fonte: www.wikipedia.org) 
 
L’idrossi radicale inoltre può dar luogo a reazioni di addizione a doppi legami come 
quelli presenti nelle basi azotate degli acidi nucleici, e attaccare anche gli zuccheri come 
il deossiribosio e ribosio. Le alterazioni a livello del DNA potranno comportare la 
comparsa di mutazioni e possibili cancerogenesi. 
 
L’ossigeno singoletto 
L’ossigeno singoletto (1O2) è una forma reattiva dell’ossigeno ma non presenta le 
caratteristiche fisico-chimiche di un radicale. Infatti è uno stato eccitato della molecola 
di ossigeno che si viene a creare quando una sufficiente energia viene assorbita dalla 
molecola di 
3
O2 in modo da attuare una inversione di spin di uno degli elettroni spaiati, 
seguita poi da uno spostamento in un orbitale differente. L’1O2 è un forte ossidante e si 
può generare nella cellula attraverso tre reazioni principali: 
- la dismutazione spontanea del radicale superossido, 
 2
●
O2
- 
+ 2H
+ → 1O2 + H2O2  
 
- attraverso la reazione con il radicale ossidrile da parte del superossido, 
●
O2
- 
+ 
●OH → 1O2 + OH
-
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- come uno dei prodotti della reazione di Haber-Weiss, 
  
●
O2
- 
+ H2O2 → 
●
OH + OH
- 
 +  
1
O2 
A differenza dell’ossigeno tripletto il singoletto, non avendo restrizioni di spin, è molto 
più reattivo e può reagire con numerosi gruppi di macromolecole. E’ in grado di 
ossidare i residui di metionina, triptofano, istidina e cisteina per quanto riguarda le 
proteine, e le basi puriniche e pirimidiniche del DNA. 
 
 
 
Figura 1.27: confronto tra le configurazioni elettroniche degli orbitali molecolari 
dei due stati, 
3
O2 e 
1
O2 (da: www.wikipedia.org) 
 
Le concentrazioni fisiologiche i relativi tempi di dimezzamento delle principali forme di 
ROS in vivo sono i seguenti: 
- 
●
O2
-
, 10 
-10
 M\L   10 
-6
 sec 
- H2O2, 10 
-8
 M\L   10
-5 
 sec 
- 
●
OH, 10 
-15
 M\L   10
-9
  sec 
Da cui si deduce l’ordine di reattività, e conseguente pericolosità, ●OH  > ●O2
- 
 > H2O2 .  
Le principali fonti endogene di ROS sono: i mitocondri con il loro metabolismo 
ossidativo, i fagosomi, il reticolo endoplasmatico liscio (cit P450) e il citosol. 
Antiossidanti 
Gli antiossidanti sono molecole che hanno la caratteristica di prevenire la formazione di 
ossidanti o di interrompere le reazioni a catena della propagazione dei radicali liberi. 
L’azione antiossidante si esplica o attraverso un ruolo diretto (es: la vitamina E) o 
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rientrando in quelli che sono cicli di ripristino della molecola antiossidante (es. la 
vitamina C), cicli la cui integrità e conservazione è fondamentale per l’omeostasi della 
cellula. I complessi antiossidanti sono sia di natura enzimatica (es: catalasi, superossido 
dismutasi) che non (es: vitamine E, C e glutatione); livelli troppo bassi di antiossidanti e 
l’inibizione degli enzimi antiossidanti causa stress ossidativo  e conseguente danno 
cellulare. Un’ulteriore classificazione divide gli antiossidanti in idrosolubili e 
liposolubili. I primi reagiscono generalmente con gli ossidanti presenti nel citoplasma e 
nel plasma, i secondi hanno soprattutto la funzione di proteggere le membrane dalla 
perossidazione lipidica. Esistono anche molecole chelanti che hanno l’importante 
funzione di chelare ioni metallici sottraendoli così alle possibili reazioni di formazione 
dei radicali liberi (es: reazione di Fenton). Normalmente vengono sintetizzati 
dall’organismo o acquisiti con la dieta. 
Una delle caratteristiche, come già accennato in precedenza, degli antiossidanti è quella 
di agire in gruppo creando dei veri e propri sistemi complessi in cui l’energia molto 
elevata dell’iniziale specie radicalica viene a diminuire progressivamente in una 
reazione a catena in cui il ruolo degli antiossidanti è proprio quello di reagire con 
l’ossidante dando origine in questo modo ad un intermedio di reazione molto meno 
pericoloso e più stabile. L’esempio più concreto di questo comportamento è fornito dal 
sistema che vede coinvolti la vitamina E (tocoferolo) e la vitamina C (acido ascorbico).  
Tra le molecole antiossidanti vi sono anche le metallotioneine, un gruppo di proteine a 
basso peso molecolare, caratterizzate da elevato contenuto di residui cisteinici, che 
svolgono un ruolo importante nella regolazione della biodisponibilità di ioni metallici 
quali zinco e rame coinvolti direttamente nello stress ossidativo ma allo stesso tempo 
coenzimi fondamentali per alcuni enzimi antiossidanti.  
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Figura 1.28: il sistema antiossidante formato dalle vitamine E, C e glutatione 
 
 
La catalasi (CAT) 
E’ un enzima appartenente alla classe delle ossidoriduttasi, è coinvolto nella 
detossificazione dalla specie reattive dell’ossigeno e catalizza la seguente reazione: 
2H2O2 → O2 + 2H2O  
La catalasi è una emoproteina molto conservata nel corso dell’evoluzione degli 
organismi viventi; è un tetrametro formato da quattro catene polipeptidiche di lunghezza 
minima di 500 amminoacidi. All’interno del complesso vi sono quattro gruppi ferrosi 
che permettono di reagire con il perossido di idrogeno. Si tratta di un enzima molto 
stabile, con un optimum di pH 7, le quattro catene sono intrecciate e mantengono il 
complesso nella forma corretta. Il meccanismo di reazione della catalasi è molto 
complesso e non è ancora stato completamente chiarito, si sa comunque che la reazione 
avviene in due stadi: 
 
H2O2 + Fe(III)-E → H2O + O=Fe(IV)-E 
H2O2 + O=Fe(IV)-E → H2O + Fe(III)-E + O2  
Fe-E è il centro ferroso del gruppo eme. 
La catalasi è contenuta nei perossisomi, è distribuita in tutti tessuti con una 
concentrazione maggiore a livello del fegato. Ha un elevato turnover, Kcat = 4x107 s
-1
, 
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inoltre ha una costante di Michaelis-Menten alta, KM=1,1M. Questo indica che è un 
enzima difficilmente saturabile e raggiunge la velocità massima di reazione solo con 
elevate concentrazioni di H2O2. La carenza o l’assenza di questo enzima (legata a difetti 
genetici di omozigosi o eteroziogosi) induce numerose patologie. Il quadro patologico 
per la carenza di CAT viene definito acatalesemia. Si pensa che difetti anche a carico 
della catalasi. oltre che della superossido dismutasi, abbiano un ruolo importante in 
differenti patologie come nella sclerosi laterale amiotrofica (SLA).  
La superossido dismutasi (SOD) 
Come la catalasi anche la superossido dismutasi appartiene alla classe di enzimi delle 
ossidoreduttasi. Il suo ruolo è soprattutto legato ad impedire la dismutazione spontanea 
della specie radicalica 
●
O2
-
 con conseguente produzione di 
1
O2. Inoltre sottrae il radicale 
superossido dall’ambiente cellulare, impedendo così che origini altri radicali liberi a 
potere ossidante maggiore come il radicale ossidrile 
●
OH o lo ione perossinitrito 
ONOO-
 
. 
Catalizza la seguente reazione: 
2
●
O2
- 
+ 2H
+ → 3O2 + H2O2 
 
Nell’uomo ci sono tre forme di SOD: 
 
- SOD1 (Cu-Zn-SOD) 
E’ presente nel citosol, é un omodimero le cui subunità sono tenute insieme da forze 
elettrostatiche e interazioni idrofobiche. Il suo sito attivo contiene gli ioni rame e zinco 
in rapporto 1:1 per ciascuna subunità. Un deficit di SOD1 è associato alla sclerosi 
laterale amiotrofica (SLA). Il gene è codificato sul cromosoma 21.  
 
 
- SOD2 (Mn-SOD) 
Localizzata nella matrice mitocondriale, è un tetramero in cui in ogni subunità è 
presente uno ione manganese. E’ stato osservato che topi knockout per il gene della 
SOD2 hanno vita breve, non è stato invece ancora collegato un suo possibile deficit con 
la comparsa della SLA. Il gene è codificato sul cromosoma 6.  
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- SOD3 (Cu-Zn-SOD) 
 Viene secreta all’esterno delle cellule, è un tetramero in cui ogni subunità lega uno ione 
rame e uno ione zinco. E’ presente soprattutto nei reni, plasma, cuore, polmoni e 
placenta. Non è stato osservato alcun effetto evidente causato da un deficit di SOD3. Il 
gene è codificato sul cromosoma 4.  
La reazione di dismutazione catalizzata dalla SOD può essere scritta con le seguenti 
semirazioni: 
M
(n+1)+
 − SOD + O2
−
 → Mn+ − SOD + O2  
M
n+
 − SOD + O2
−
 + 2H
+
 → M(n+1)+ − SOD + H2O2.  
dove M = Cu (n=1) ; Mn (n=2) ;  Zn (n=2) 
Lo stato di ossidazione del catione metallico oscilla tra n e n+1.  
 
Le Metallotioneine (MT) 
Le metallotioneine (MT) sono una famiglia di proteine (500-14000 Da) ricche di residui 
di Cisteina (circa il 30% degli aa) localizzate nelle membrane dell’apparato di Golgi. La 
loro funzione principale è quella di catturare ioni metallici fisiologici (Zinco, Rame, 
Selenio), regolandone il metabolismo, e xenobiotici (Cadmio, Mercurio, Argento, 
Arsenio) in modo che questi non contribuiscano a catalizzare reazioni di genesi di 
specie reattive dell’ossigeno (ROS) o dell’azoto. 
Le MT sono ampiamente diffuse nei viventi, le differenze principali riguardano la 
percentuale di residui di Cisteina e la dimensione finale della proteina ma di base sono 
molto conservate (Vergani et al., 2009). Le MT legano principalmente lo ione Zinco 
(Zn) e giocano in questo modo un ruolo fondamentale nel suo metabolismo nei sistemi 
biologici. In particolare sono in grado di veicolarlo all’interno dei vari compartimenti 
cellulari e di agire indirettamente sui domini Zinc-fingers dei fattori di trascrizione 
avendo in questo modo un ruolo chiave nel controllo del cell signaling mediato dallo 
ione. Il legame con cui legano gli ioni metallici è di tipo non cooperativo (Krenzel et al., 
2007) anche se in precedenza si era pensato che fosse ti tipo cooperativo. Le MT sono 
dotate di due domini globulari (α e β) ricchi in aminoacidi di Cisteina (Fig 1.29). 
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Fig 1.29: schema Generico di una metallotioneina  
(Fonte: Mettallomics) 
 
Le MT, insieme al Glutatione, costituiscono la principale difesa antiossidante non 
enzimatica all’interno delle cellule (Vergani et al., 2005). Sono in grado di captare specie 
come l’anione superossido (●O2
-
) e il radicale idrossilico (
●
OH) ossidando i residui di 
Cisteina in Cistina liberando ioni Zinco che agiranno sulla regolazione dell’espressione 
genica aumentando la trascrizione dei geni codificanti per le MT (Fig 1.30). 
 
 
Fig 1.30: ruolo antiossidante delle MT e loro ciclo di ripristino  
(Fonte: Ottaviani) 
 
 
Le isoforme MT-1 e MT-2 sono espresse in modo ubiquitario nei mammiferi, le loro 
espressioni geniche sono influenzate da molti fattori fisiologici e patologici. 
 
E’ stato osservato, in ratti sottoposti a dieta iperlipidica, che l’espressione delle MT 
aumenta in correlazione con la condizione di steatosi epatica e con lo stato di aumento 
di stress ossidativo cellulare (Grasselli et al., 2008). Inoltre recentemente si è constatato 
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anche l’aumento dell’espressione in ratti esposti a consumo di alcol non prolungato 
(binge) (Grasselli et al., 2014). Inoltre topi che overesprimono geni per le MT sono 
protetti maggiormente dallo stresso ossidativo associato alla stetosi da causa alcolica 
(Zhou et al., 2008). L’importanza delle MT nella protezione dallo stress ossidativo è 
inoltre supportata dai dati relativi alla somministrazione di Zn suppletivo in topi che 
presentano epatopatia alcolica indotta da dieta. L’integrazione con lo ione Zn induce un 
aumento dell’espressione genica delle MTs con effetto protettivo nei confronti dello 
stress ossidativo (Zhou et al., 2005). 
 
1.6.4 Il ruolo del rapporto NAD
+
/NADH e dei PPAR 
Il metabolismo ossidativo dell’etanolo, come già sottolineato in precedenza, porta ad 
uno squilibrio del rapporto NAD
+
/NADH verso il coenzima pirimidinico NADH. 
Questo porta ad un’inibizione di molti metabolismi ossidativi dipendenti da NAD+ , in 
particolare la β-ossidazione mitocondriale degli acidi grassi  che si accumulano 
all’interno degli epatociti (Fig 1.31). 
 
 
Fig 1.31: β-ossidazione mitocondriale 
 
I PPAR 
Il rapporto sbilanciato in favore del coenzima pirimidinico ridotto NADH non è sufficiente 
da solo a giustificare un accumulo cronico di acidi grassi nei forti bevitori, altri fattori 
sono coinvolti (Salaspuro et al., 1981). Il ruolo giocato dai PPAR (peroxisome 
proliferator-activated receptors) è determinante nella genesi della steatosi da causa 
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alcolica (AFLD). Questi sono un gruppo di recettori nucleari con funzione di fattori di 
trascrizione, giocano un ruolo essenziale nel differenziamento cellulare, nello sviluppo, 
nel metabolismo lipidico, proteico e glucidico. Sono attivati dal legame con acidi grassi, 
dopo la loro traslocazione nucleare formano eterodimeri con i recettori RXR (retinoid x 
receptor), un tipo particolare di recettori attivati dall’acido 9 cis retinoico (anch’esso 
coinvolto nello sviluppo e differenziamento cellulare). Di recettori RXR ne esistono tre 
tipi, α, β e γ, codificati da tre geni distinti. Di PPAR al momento sono noti i seguenti: 
 
                  PPARα : espresso in reni, fegato, cuore, muscoli scheletrici, adipe e altri 
                  PPARβ/δ: espresso in tessuto adiposo, cervello e cute 
                  PPARγ: è espresso in tre forme differenti per splicing alternativo dello stesso mRNA:  
                  γ1,γ2 e γ3, il primo è espresso in tutti i tessuti, il secondo solo nell’adipe. 
 
I PPAR sono stati originariamente identificati in Xenopus come recettori che inducono 
la proliferazione di perossisomi nelle cellule (Dreyer C et al., 1992). Il primo ad essere 
identificato fu PPARα. Dopo la scoperta di PPARδ, identificato nell’uomo nel 1992 
(Schmidt A et al., 1992) si è riscontrata una stretta correlazione con PPARβ descritto 
nello stesso anno in altri animali. Il nome PPARδ viene generalmente usato negli USA 
mentre l’uso della denominazione di PPARβ è rimasto in Europa. Nel metabolismo 
lipidico PPARβ/δ e PPARα promuovono la trascrizione di enzimi coinvolti nel 
catabolismo lipidico, PPARγ è coinvolto nella biosintesi dei trigliceridi e delle vescicole 
lipidiche oltre ad avere un ruolo importante nel differenziamento dell’adipocita. PPARα 
controlla il trasporto degli acidi grassi attraverso la membrana cellulare, il legame 
intracellulare degli stessi ad opera delle proteine epatiche FABP (fatty acid binding 
protein), la formazione dell’acil-CoA fino ad arrivare alla degradazione in tutti e tre gli 
organuli: β-ossidazione mitocondriale e perossisomiale così come ω-ossidazione 
microsomiale. 
I PPAR hanno un dominio che lega una serie di substrati comuni: 
Acidi grassi a lunga catena (palmitico, oleico, linoleico) 
Acidi grassi polinsaturi (PUFA) 
Eicosanoidi (prostaglandine, e leucotrieni) 
Interessante è la terapia farmacologica che vede l’impiego di ligandi specifici per 
ciascun PPAR. La classe dei tiazolidindioni (TZD) è il principale ligando farmacologico 
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per PPARγ, è utilizzato nella terapia del diabete mellito di tipo II per combattere 
l’insulino resistenza. Oltre ad abbassare la glicemia, i TZD esercitano degli effetti 
benefici su parametri cardiovascolari, come il profilo lipidico, la pressione arteriosa, i 
biomarker flogistici, la funzione endoteliale e lo status fibrinolitico (Parulkar AA et al., 
2001; Haffner SM et al., 2002). Agonisti sintetici di PPARα sono i fibrati. Questi 
farmaci inducono una diminuzione del contenuto epatico di trigliceridi ed incrementano 
l’ossidazione degli acidi grassi (Harris et al., 1994; Forman et al., 1995). 
 
 
Figura 1.23: rapporti tra i PPAR e i loro ligandi 
(da: wikipedia.org) 
L’inibizione di PPARα causa l’accumulo di trigliceridi negli epatociti; topi 
knock-out per il gene codificante per PPARα mostrano steatosi epatica, apoptosi 
negli epatociti e fibrosi epatica (Crabb et al., 2004). Inoltre l’acetaldeide, primo 
porodotto di ossidazione nel metabolismo dell’etanolo, pare essere coinvolta 
direttamente nell’inibizione del legame tra il recettore PPARα e le sue sequenze 
bersaglio sul genoma (Crabb et al., 2004), via che può essere inibita anche 
dall’aumento dello stress ossidativo causato dalla sovraespressione di CYP2E1 
(Lu Y et al., 2008). 
Le SREBP 
Le SREBP (Sterol Regulatory Element-Binding Proteins) sono una famiglia di 
proteine coinvolte direttamente nel metabolismo degli acidi grassi agendo come 
fattori di trascrizione in sinergia con i PPAR. In particolare le SREBP-1 
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risultano aumentate direttamente dalla presenza dell’acetaldeide in modelli di 
steatosi alcolica studiati su linee di epatoma di ratto de in modelli animali (Ji C 
et al., 2003). Il consumo di alcol determina un aumento della presenza di 
SREBP-1 e una diminuzione di PPARα, questo porta ad uno sbilanciamento 
dell’ossidazione lipidica favorendo un accumulo di acidi grassi all’interno degli 
epatociti. Oltre che dall’acetaldeide questo fenomeno è stimolato anche dalle 
specie reattive dell’ossigeno generate principalmente da CYP2E1. Ma la 
comprensione completa del fenomeno attivato da un consumo di alcol a breve e 
lungo termine è ancora da definire nei dettagli e sicuramente vede coinvolte 
numerose vie di segnale (Ceni et al., 2014). Il ruolo dell’acetaldeide rimane 
comunque centrale così come il probabile coinvolgimento dell’aumento del 
TNFα e, di un calo di Adiponectina secreto dal tessuto adiposo, concorrano ad 
inibire l’attività di PPARα aumentando la sintesi di acidi grassi, diminuendo la 
secrezione di VLDL ed il catabolismo delle vescicole lipidiche a livello epatico 
(Gao et al.,2011). 
 
Fig 1.24: Vie di segnale influenzate dall’acetaldeide nella steatosi da causa alcolica 
(AFLD) 
 
(Fonte: Gao et al., 2011) 
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1.7          La Fibrosi Epatica 
 
La fibrosi epatica è la principale conseguenza della steatosi epatica da abuso di alcolici. 
Consiste in una progressiva sostituzione del parenchima epatico con matrice 
extracellulare, in particolare fibre di collagene di tipo I e III (Friedman et al., 2008). 
Questo comporta la perdita progressiva di funzionalità della ghiandola associata e ad 
una ipertensione portale causata da un’alterazione del macro e microcircolo epatico. 
L’evento chiave che porta alla fibrosi epatica è l’attivazione della popolazione di cellule 
stellate residenti (HSC) che rappresentano una delle principali fonti di componenti della 
matrice extracellulare (ECM). L’attivazione delle HSC porta alla comparsa e al 
mantenimento di uno microambiente infiammatorio cronico responsabile in secondo 
luogo  del cambio di architettura dell’organo e della sua perdita funzionale. La fibrosi 
può degenerare in cirrosi, l’ipertensione portale ripercuotersi sulla circolazione 
sistemica e la perdita di funzionalità detossificante del fegato avere conseguenze gravi, 
fino al coma, sulle normali funzionalità cerebrali. Inoltre la presenza di uno stato 
patologico di cirrosi aumenta il rischio di comparsa di epatocarcinoma (Ceni et al., 
2014).  
I meccanismi principali che portano alla fibrosi epatica sono mediati dal primo 
metabolita dell’ossidazione dell’etanolo, l’acetaldeide. L’etanolo stesso è in grado, 
tramite la via detossificante di CYP2E1 e la genesi di specie ROS, di agire e 
incrementare con un effetto sinergico la deposizione di collagene di tipo I e III da parte 
delle HSC. In particolare sembra giocare un ruolo importante l’aumento del TGFβ e del 
suo recettore TGβII Receptor nella deposizione di ECM e del suo rimodellamento 
tramite l’aumento di espressione della MMP2 (metalloproteasi 2). Il meccanismo ha 
come protagonisti molti altri fattori ed è molto complesso nel suo insieme di vie di 
segnale coinvolte, numerosi studi sono in corso al momento per meglio indagarlo e 
comprenderlo (Ceni et al., 2014).  
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1.8          Scopo della Tesi 
 
Lo scopo della tesi, svolta presso il Laboratorio di Fisiologia Molecolare dell’Università 
degli Studi di Genova  (DISTAV Corso Europa 26, Genova), in collaborazione con 
l’Unità di Alcologia e Patologie Correlate dell’Ospedale San Martino di Genova, è stato 
              quello di misurare a livello ematico, insieme agli altri parametri di controllo, la 
condizione di stress ossidativo in 118 individui, 60 pazienti alcolisti e 58 controlli sani 
di ambo i sessi, al fine di evidenziare nel quadro generale lo stato di salute del fegato  
dei pazienti e evidenziare le possibili correlazioni tra i parametri presi in esame. In 
questo modo, con metodo non invasivo, avremmo anche potuto elaborare  un possibile 
algoritmo di diagnosi e stadiazione della patologia in aggiunta alla già utilizzata 
ultrasonografia epatica (US) (Hernaez et al., 2011), evitando la biopsia epatica che 
spesso può geneare possibili complicanze (Dhanda et el., 2013).  
La nostra ipotesi di lavoro è basata sull’utilizzo del sangue periferico che è considerato 
un buon indicatore della condizione di stress ossidativo dell’intero organismo (Albano 
et al., 2006). Alcuni parametri ematochimici e ematologici sono ampiamente utilizzati 
nella valutazione della severità dell’epatopatia alcolica: funzionalità epatica (albumina e 
bilirubina), integrità degli epatociti (transaminasi) e alcuni legati alla condizione di 
stress ossidativo (gamma-glutamil transferasi).  
 
Inoltre, nel nostro studio, in tutti i campioni di sangue prelevati dai  soggetti reclutati, 
sono stati misurati: 
- Il livello di perossidazione lipidica eritrocitaria 
-    L’attività specifica dell’enzima catalasi (CAT) eritrocitaria 
- L’attività specifica dell’enzima Superossido Dismutasi Citosolica (SOD1) 
eritrocitaria 
- L’espressione genica relativa nelle cellule mononucleate delle MT, nello specifico: 
MT1E, MT2A e MT1A. 
- L’indice di Massa Corporea (BMI) 
- Parametri Ematochimici e Ematologici associati alla ALD 
- Vlautazione della Steatosi Epatica mediante tecnica US 
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Capitolo II 
 
                               Materiali e Metodi 
 
 
 
2.1       Campionamento 
 
Un totale di 118 soggetti adulti (età compresa tra 18-60 anni) di ambo i sessi sono stati 
reclutati e divisi in due gruppi. Il gruppo degli alcolisti (Al) includeva 60 individui, 15 
donne (età media: 54±13 anni)  e 45 uomini (età media: 48±10 anni); tutti i soggetti in 
cura presso il centro specialistico Alcologico dell’Ospedale San Martino di Genova. Il 
gruppo dei controlli (C) includeva 58 soggetti volontari in buona salute, 18 donne (età 
media: 52±17 anni) e 40 uomini (età media: 46±14 anni). Tutti i pazienti e i controlli 
erano composti da individui di etnia caucasica eccetto un paziente di etnia ecuadoriana. 
I criteri di inclusione nella ricerca comprendevano una documentata dipendenza da 
consumo di bevande alcoliche (più di 10 unità/die da almeno 20 anni) o ripetuti e 
documentati episodi di ubriacatura (Binge) (1-14 unità/sett per le donne, 1-21 unità/sett 
per gli uomini). La documentazione sul consumo di alcolici era basata su interviste ai 
pazienti (First et al., 2014). Tutti i pazienti erano in astinenza da consumo di alcolici e la 
media della durata dell’astinenza era di 2±2 giorni. I pazienti erano monitorati 
periodicamente per la sierologia, ematochimica e BMI (Kg/m
2
). Tutti i pazienti erano in 
trattamento farmacologico per l’alcolismo con metadoxina (300 mg), vitamine (2500 
mg di B12, 0,70 mg di acido folico, 12 mg di nicotinamide) e antiossidante (glutatione 
646 mg) somministrata per via endovenosa per un mese (5 die/sett) seguita da un ciclo 
di metadoxina e glutatione (3 die/sett per 2 settimane) e metadoxina e glutatione (2 
die/sett per 2 settimane). La terapia veniva sospesa in caso di astinenza.  In tre casi 
specifici è stata somministrata un’ulteriore terapia (Disulfiram 400 mg/die per un mese, 
Diazepam 10 gocce/die per un mese. 
Tutti i pazienti con storia di malattia cronica sistemica, infiammatoria, infezioni da 
HAV, HBV, HCV, HIVe malattie a carico del fegato sono stati scartati. Tutti i controlli 
sono stati scelti in base ai medesimi criteri, assenza di consumo pregresso di alcol e, 
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droghe e malattie psichiatriche. I campioni di sangue dei pazienti sono stati prelevati 
durante i periodici controlli (Al), i campioni dei controlli (C) durante esami di routine. 
Tutte le procedure di trattamento di campioni umani sono stati approvati in accordo con 
la dichiarazione di Helsinki del 1975 dalla commisione etica 
 
                2.2          Spettrofotometria 
Lo spettrofotometro è uno strumento analitico (sia qualitativo che quantitativo) che 
sfrutta le proprietà della materia di eccitarsi se colpita da una radiazione 
elettromagnetica monocromatica, l’apparecchio utilizzato nelle nostre indagini è stato 
fornito dalla ditta Varian, modello 50 Bio uv-visibile spettrofotometro. 
2.2.1 Energia di una radiazione elettromagnetica 
Una radiazione elettromagnetica consiste in una serie di “pacchetti di energia”, chiamati 
fotoni, la cui energia è direttamente proporzionale alla frequenza (υ) secondo 
l'equazione: 
E = h∙ υ 
dove h indica la costante di Planck: h = 6,63 x 10-34 J. S 
Quindi secondo la relazione di Planck ad ogni frequenza è associata una certa energia, 
una quantità discreta (quanto) che è in grado di far reagire la materia in modo diverso. 
Questo accade perchè la quantità di energia varia a seconda del tipo di onda, si va da 
energie molto basse associate a lunghezze d'onda molto elevate (infrarosso) a energie 
estremamente elevate relazionate invece a lunghezze d'onda molto basse. 
Deve essere ricordato che lunghezza d'onda (λ) e frequenza di un'onda (υ) sono 
inversamente proporzionali secondo la relazione: λ= c \ υ ( c è la velocità della luce, 
3∙108 m\sec). 
2.2.2 Interazioni della luce con la materia 
 L'energia di una molecola poliatomica è data dal contributo di diverse forme di energia 
indipendenti tra loro e dai valori molto diversi: 
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E molecola = E nuclei + E elettroni interni + E elettroni legame + E vibrazionale + E 
rotazionale + E traslazionale 
Quando una radiazione viene assorbita questa va ad incrementare tutte le differenti 
forme di energia.  
I dosaggi spettrofotometrici utilizzano bande di lunghezze d’onda vatiabili dell’UV-
visibile. Quindi l’intervallo compreso tra  i 400 e gli 800 nm, che è associato a quanti di 
energia che interagiscono con la materia provocando un aumento dell’energia degli 
elettroni di legame e di conseguenza causando delle transizione energetiche che 
coinvolgono solo gli elettroni più esterni (per causare una variazione di energia degli 
elettroni interni serve una quantità di energia decisamente maggiore e si rientra nella 
spettroscopia atomica). Le molecole tendono a porsi negli stati fondamentali, cioè di più 
bassa energia, e possono raggiungere uno degli stati superiori quando ricevono una 
radiazione con frequenza tale che l’energia dei fotoni sia uguale alla differenza 
energetica tra lo stato fondamentale e lo stato eccitato. Utilizzando lo spettrofotometro 
viene selezionata una lunghezza d’onda equivalente a una radiazione il più possibile 
monocromatica che possa essere assorbita dalla molecola presa in esame causandone il 
passaggio dallo stato fondamentale a quello eccitato (spettroscopia di assorbimento), la 
quantità di radiazione non assorbita verrà rilevata da un fotomoltiplicatore al termine del 
percorso ottico. Il rapporto tra l’intesità di luce emessa (I0) e quella rilevata (I) dopo il 
passaggio nella cella del campione è definito come trasmittanza:  
T = I/ I0 
Questo dato viene espresso in percentuale. Una sostanza completamente trasparente ha 
un valore di trasmittanza pari al 100%, un valore di T uguale a zero indica che la 
sostanza è opaca e assorbe completamente la radiazione luminosa. Nelle analisi 
quantitative viene usato il valore dell’assorbanza che si lega alla trasmittanza tramite la 
relazione: 
A = -Log(T) 
Un valore di A pari a zero indica una trasmittanza pari al 100%, di contro A tendente a 
infinito è legato ad una trasmittanza nulla.  
Schema semplificato di uno spettrofotometro: 
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Figura 2.1: schema di uno spettromofotometro (Uv-Visibile) 
Sorgente: è costituita da due lampade, una a incandescenza per il visibile e una a 
emissione di scarica elettrica per l’UV. 
Selettore della  lunghezza d’onda: si sfruttano le proprietà fisiche della diffusione 
applicate a prismi o reticoli di diffrazione per selezionare la lunghezza d’onda 
desiderata. 
Campione: è posto in una cella termostata 
Rilevatore: fotomoltiplicatore che sfrutta il principio dell’effetto fotoelettrico per 
amplificare il debole segnale in uscita. 
 
2.2.3 La legge di Lambert-Beer 
E’ la legge fondamentale delle analisi quantitative allo spettrofotometro. Viene messa in 
relazione la quantità di luce assorbita dalla materia con la sua concentrazione secondo la 
legge:  
A = b∙ε∙C. 
In cui: 
A = assorbanza (non ha unità di misura) 
ε = coefficiente di assorbimento molare, caratteristico della sostanza (mol-1 L cm-1) 
b = cammino ottico (cm), cioè lo spessore della soluzione 
C= concentrazione molare della sostanza (mol/L) 
57 
 
Questa legge è valida per soluzioni diluite e per radiazioni monocromatiche. La 
soluzione deve essere diluita per ridurre al minimo i contributi di assorbimento di 
eventuali agglomerati di molecole che comporterebbero un errore significativo sulla 
misura. Inoltre non ci devono essere contributi di assorbimento da parte delle cuvette, 
nella spettroscopia UV-visibile le cuvette sono di quarzo perché è trasparente alle 
lunghezze d’onda comprese in questo intervallo. La radiazione deve essere il più 
possibile monocromatica per impedire fenomeni di diffusione e rifrazione in relazione 
anche all’aumento della concentrazione della soluzione. 
Nell’analisi quantitativa allo spettrofotometro è fondamentale la scelta della lunghezza 
d’onda. Si sceglie sempre la λ a cui è associato un picco significativo di assorbanza e 
con un’ampiezza sufficientemente ampia per poter così garantire un certo limite di 
tolleranza dell’errore dovuto al fatto che è praticamente impossibile ottenere una 
radiazione incidente monocromatica pura. Il valore di lunghezza d’onda da utilizzare 
viene ricavato dalla letteratura ed è stato ottenuto sperimentalmente attraverso l’analisi 
dello spettro di assorbimento della sostanza presa in esame. 
2.3         Raccolta dei campioni di Sangue 
I campioni di sangue sono stati raccolti in provette vacutainer contenenti anticoagulanti 
(Na-Citrato o Eparina per la raccolta dei globuli rossi; Na-EDTA per la raccolta delle 
cellule mononucleate). 
Tramite centrifugazione su gradiente di Ficoll (Histopaque®-1077, Sigma-Aldrich, 
Milano, Italia) si è provveduto a separare una fase superiore contenente il plasma, una 
fase inferiore di eritrociti (RBC) ed un’interfaccia di globuli bianchi (WBC). Il Ficoll è 
un polimero sintetico ad alto peso molecolare derivato dal saccarosio, con densità di 
1.077±0.001g/mL. Pur non contenendo  gruppi  ionizzati, questo polimero è molto 
solubile in acqua a causa dell’elevato contenuto di gruppi idrossilici (23% circa).  Il 
sangue trattato con anticoagulante (generalmente 3mL) dopo essere stato diluito con 
5mL di  soluzione fisiologica (NaCl  0.9% w/V) viene lentamente stratificato su 3mL di 
Ficoll, ed infine centrifugato per 30min a 1500 rpm (Jouan), a temperatura ambiente. 
Durante la centrifugazione, i globuli rossi e i granulociti vengono aggregati dal 
polimero e sedimentano rapidamente, mentre i linfociti e i mononucleati rimangono 
nell’interfaccia plasma-Ficoll, ed il plasma nella fase superiore. L’interfaccia con i 
linfociti presenta una contaminazione da globuli rossi pressoché trascurabile, mentre le 
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piastrine vengono rimosse dai successivi  passaggi di lavaggio in fisiologica, 2500 rpm 
(Jouan) per 10 min. Le cellule mononucleate, terminato il lavaggio in soluzione 
fisiologica, sono state trasferite direttamente in Eppendorf® RNAasi Free per biologia 
molecolare  dopo essere state risospese in reagente Trizol e congelate a -80 C° in attesa 
dell’estrazione degli RNA totali (Vergani et al., 2011). 
I globuli rossi sono stati risospesi in soluzione fisiologica (NaCl 0,9% w/V) e lavati per 
un numero complessivo di tre volte mediante centrifugazione a 2500 rpm (Jouan) per 
10min a 4°C, suddivisi in aliquote da 500µL  e congelati a -80°C fino a momento 
dell’utilizzo (Zoroglu & al., 2004). 
2.3.1 Determinazione della concentrazione di Emoglobina (Hb) 
Il contenuto di emoglobina (Hb) dei campioni è stato misurato spettrofotometricamente  
in accordo con il metodo di Drabkin (1949) su eritrociti lisati. 
I campioni conservati a -80°C, vengono fatti scongelare in ghiaccio. Si aggiungono 4 
volumi di H2O milliQ filtrata ad un volume medio di eritrociti di 500μl e si centrifuga a 
12000 rpm (Jouan) per 30min a 4°C. Dalla centrifugazione si otterrà un “ghost” sul 
fondo della provetta (contenente le membrane degli eritrociti e le piastrine lisate) ed un 
sovranatante rosso limpido. Sul SN si procede al dosaggio dell’Hb. 
Il campione, diluito  se necessario con H2O, viene posto in una cuvetta di quarzo e si 
registra lo spettro tra i 440 e 700nm. Lo spettro presenta la tipica forma di “picco 
cornuto” (vedi figura 2.3). 
Per il calcolo della concentrazione dell’Hb si utilizza il valore dell’assorbanza a 575nm 
e si applica la formula  
                                       [Hb] = C · PM · fd = 
A
ε       
 · PM · fd 
 
e sapendo che ε575 è 15·10
3
M
-1
(Merck index, 7
th
 edition). La moltiplicazione per il peso 
molecolare (PM, g/mol) e per il fattore di diluizione (fd) permette di risalire alla 
concentrazione in g/L. 
59 
 
 
Figura 2.2: spettro di assorbimento dell’Emoglobina (Hb) 
 
La concentrazione di emoglobina è il parametro verso cui sono stati normalizzati tutti i 
dati dei dosaggi enzimatici, poiché rappresenta una stima delle proteine contenute nel 
campione. 
2.3.2 Determinazione dell’attività dell’enzima Catalasi (CAT) 
Questo saggio spettrofotometrico permette di misurare la decomposizione dell’H2O2 a 
pH 7 e a 25°C, registrando la diminuzione del valore dell’assorbanza a 240nm. 
(Greenwald, 1985) 
I campioni di globuli rossi vengono preparati come descritto nel paragrafo precedente. 
Dopo aver determinato la concentrazione di emoglobina, si preparano due diverse 
diluizioni di ogni campione:  2.5g Hb/100mL e 5g Hb/100mL. 
La catalasi catalizza la reazione:  
2H2O2 → O2 + 2H2O 
 
La reazione di decomposizione dell’H2O2 viene fatta avvenire in un volume finale di 
1mL e come  tampone si utilizza il Na-Fosfato (Na-P) 50mM pH 7, che costituirà anche 
il bianco contro cui si azzera lo strumento. In una cuvetta di quarzo da 1mL  vengono 
aggiunti nell’ordine i seguenti componenti: 
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Concentrazione  
iniziale 
Concentrazione 
finale 
 Volume 
aggiunto 
Buffer Na-P  50 mM 50 mM 992 µl 
Campione  
2,5 gHb/100ml                        
5 g Hb/100ml 
0,005 
gHb/100ml 
0,01 
 gHb/100ml 
2 µl 
     
H2O2  30 % 18 % 6 µl 
     
   
 
 
                                                                              
1 mL 
 
 
 
Immediatamente dopo l’aggiunta dell’H2O2 la cuvetta viene invertita rapidamente per 
mescolare i reagenti, posta nello spettrofotometro e parte la lettura a 240nm per 2min. 
Prima di tutto alla curva del campione si sottrae la linea di base (ovvero la curva 
registrata nello stesso intervallo temporale per la sola H2O2).  Per i calcoli si considera 
la variazione di assorbanza (∆A) al minuto in modo da ottenere le μmoli di H2O2 
consumate per mg di emoglobina al minuto. 
La formula di calcolo utilizzata è la seguente: 
                                                      (∆A/min) / (εH2O2 · L) 
dove ∆A = variazione di assorbanza 
εH2O2 = coefficiente di estinzione molare dell’H2O2, pari a 40M
-1
cm
-1
 
L = cammino ottico della cuvetta, pari a 1cm 
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Si ottengono così le mmoli/mL di H2O2 consumate al minuto. 
Dividendo poi tale valore per i mg di emoglobina aggiunti in cuvetta è stato ottenuto il 
valore delle µmoli H2O2 consumata / mg Hb / minuto. 
Soluzioni utilizzate 
Buffer Na-fosfato (50mM) pH 7 Sol A:  Na2HPO4 1M 
                Sol B:  NaH2PO4 1M  
                                                                  Mix per ottenere pH=7 
H2O2: 30% 
2.3.3 Preparazione della soluzione di estrazione dell’emoglobina e sua estrazione 
E’ necessario procedere all’estrazione della emoglobina dal sopranatante. Si tratta di 
una reazione di precipitazione che consente la successiva eliminazione della proteina 
dai campioni per poi procedere con il dosaggio della SOD. Questo passaggio viene 
eseguito perché la lettura spettrofotometrica verrà fatta a 550 nm, l’emoglobina assorbe 
alla stessa lunghezza d’onda e questo porterebbe ad una sovrastima del dato di 
assorbanza. 
 
Sotto cappa chimica preparare la soluzione di Et-OH/CH-Cl3 , 5:3 v/v in una provetta di 
vetro, il volume finale della soluzione viene deciso in base al numero di campioni da 
analizzare. Conservare la soluzione di estrazione in ghiaccio. Aggiungere ai campioni 1 
ml di soluzione per ciascuno. Lasciare 30 min in ghiaccio le provette. Trasferire in 
provette i campioni e centrifugare a 15600 x g per 3 minuti a 4 
◦
C. (Mc Cord & 
Fridovich, 1969).  
Prelevare il sopranatante (deve essere limpido e senza traccia di emoglobina) facendo 
attenzione a non aspirare tracce di emoglobina con la pipetta.  
2.3.4 Protocollo per il dosaggio della Superossido Dismutasi Citosolica (SOD1) 
Questo saggio spettrofotometrico sfrutta un metodo indiretto per stimare la quantità di 
O2
·-
 consumato dalla SOD1, dato che  è questo radicale libero è altamente instabile. Si 
misura pertanto il grado di inibizione della reazione di riduzione del citocromo c da 
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parte dell’O2
·-
 generato dalla xantina ossidasi (XOD) in presenza di ipoxantina (Mc 
Cord & Fridovich, 1969). 
 
Per il dosaggio della SOD1 citosolica si utilizzano cuvette in plastica da 1.5 ml. La 
lettura allo spettrofotometro viene fatta a 550 nm ad una temperatura termostata di 25
◦
C.  
La SOD1 catalizza la reazione di dismutazione della specie radicale 
●
O2
-
; per poterne 
osservare l’attività bisogna prima generare in soluzione questa specie ossidante. Per far 
ciò si utilizza l’enzima xantina ossidasi (XOD) che ossida il suo substrato, l’ipoxantina, 
a xantina e successivamente a acido urico generando ossigeno superossido secondo la 
reazione: 
 
ipoxantina + O2 + H2O →  xantina + O2
·-→  xantina + O2 + H2O → acido urico + O2
·-
 
 
I radicali O2
·-
generati sono utilizzati per ridurre il citocromo c, questo acquisendo 
elettroni assorbe energia a 550 nm permettendo così di dosare la SOD.  
 
citocromo c ossidato + O2
·-→ citocromo c ridotto + O2 
 
 
La reazione avviene in un volume finale di 1.5mL. Il tampone utilizzato è il K-EDTA-
Fosfato (K-EDTA-P) a pH 7.8, che costituirà anche lo zero dello strumento. Il bianco è 
rappresentato da tutti i componenti della reazione, eccetto il campione, che viene 
sostituito da un uguale volume di H2O, così da misurare l’attività della XOD in assenza 
di SOD. 
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In una cuvetta di plastica vengono aggiunti nell’ordine i seguenti componenti: 
Bianco 
 
 
 
Concentrazione  
iniziale 
Concentrazione 
finale 
 Volume 
aggiunto 
K-EDTA-P  0.1mM 0.1mM 1.3mL 
Ipoxantina  1.5mM 50µm 50µl 
Citocromo C  300µM 10 µM 50µl 
H2O    50µl 
XOD  56mU/mL 1.9mU 50µl 
   
 
 
                                                                              
1.5mL 
 
 
 
Misure con il campione 
 
 
 
Concentrazione  
iniziale 
Concentrazione 
finale 
 Volume 
aggiunto 
K-EDTA-P  0.1mM 0.1mM 1.3mL 
Ipoxantina  1.5mM 50µm 50µl 
Citocromo C  300µM 10 µM 50µl 
Campione   variabile 50µl 
XOD  56mU/mL 1.9mU 50µl 
   
 
 
                                                                              
1.5mL 
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Il campione e la XOD devono essere aggiunti insieme per ultimi, perché innescano la 
reazione. Appena dopo l’aggiunta del campione, la cuvetta viene invertita per mescolare 
i reagenti ed è posta nello spettrofotometro e parte la lettura  a 550nm per 3min. 
Per definizione un’unità di attività (U) di SOD è la quantità di campione necessaria per 
inibire del 50% la riduzione dei citocromo c nelle condizioni del saggio. Quindi si 
eseguono diverse misure a diverse diluizioni del campione per ottenere l’inibizione 
richiesta. 
Raggiunta la diluizione appropriata, si assume la variazione di assorbanza al minuto 
(∆A/min) pari alle unità (U) di enzima presente nel campione 
∆A / min = U 
Da queste si risale alle unità per mL moltiplicando le unità per il fattore di diluizione 
U · fd = U/mL 
Questo valore viene diviso per la concentrazione di emoglobina così da ricavare le unità 
per milligrammo di emoglobina 
(U/mL) / (mg/mL Hb) = U/mg Hb 
Soluzioni utilizzate 
Soluzione di estrazione dell’Hb:  EtOH 5volumi 
                    CHCl3 3volumi 
Buffer K-EDTA-fosfato pH 7.8: 
Sol A:  KH2PO4       0.68g 
EDTA         3.72mg 
H2O fino a 100mL 
  Sol B:  K2HPO4          4.35g 
    EDTA  18.6mg 
    H2O fino a 500mL 
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                                    Mix per ottenere pH=7.8 
 Ipoxantina  1.5mM 
 XOD  56mU/mL 
 Cit C  300µM  
 
              2.3.5 Determinazione della perossidazione lipidica 
 
La perossidazione lipidica negli eritrociti è stata determinata tramite il saggio 
dell’acidotiobarbiturico (TBARS); saggio spettrofotometrico basato sulla reazione  della 
malondialdeide (MDA) con l’acido tiobarbiturico (TBA) (Kawamoto et al., 2005). 
Brevemente, 2 volumi di soluzione di TBA (0.375% TBA; 15% acido tricloroacetico; 
0.25 M HCl) sono stati aggiunti a 1 volume di soluzione di globuli rossi lisati e incubata 
la miscela per 45 min a 95 °C. Successivamente 1 volume di N-butanolo è stato 
aggiunto e, dopo separazione per centrifuga (2500 rpm, 10 min a 25 °C), la fase 
organica è stata letta allo spettrofotometro UV-Visibile (Varian Cary50) a 532 nm. 
Il livello di MDA è stato espresso in nmol MDA/mg Hb (Grasselli et al., 2008). 
 
2.4           La PCR (Polymerase Chain Reaction) 
La Polymerase Chain Reaction o PCR è una tecnica relativamente recente che ha 
rivoluzionato la Biologia molecolare. Ideata da Kary Mullis intorno ai primi anni ‘80, è 
stata perfezionata e automatizzata al punto da sostituire molte tecniche di clonaggio 
tradizionale. Numerosi varianti della PCR base trovano applicazioni, tra l’altro, nella 
ricerca di base, in diagnostica molecolare e in ambito forense. La tecnica della PCR si 
basa sulla amplificazione di specifici frammenti, compresi tra le estremità 5’ di due 
“primers” definiti dallo sperimentatore, mediante la reiterazione di un numero “n” di 
cicli ciascuno dei quali consta di una tappa di denaturazione, una di appaiamento ed una 
di estensione. La reiterazione automatizzata della procedura, la possibilità di utilizzare 
alte temperature di esercizio e la possibilità di definire esattamente la sequenza da 
amplificare conferisce alla PCR grande sensibilità, specificità e versatilità. 
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L’amplificazione della sequenza bersaglio è, in teoria, uguale a 2n. Cioè se vengono 
effettuati 32 cicli di PCR la sequenza bersaglio si sarà amplificata 232 volte (= 1 073 
741 824 di volte).  
Per rendere possibile questa tecnica però è fondamentale l’utilizzo di una DNA 
polimerasi che resista ai cicli di innalzamento e abbassamento di temperatura senza 
denaturarsi o perdere di attività, per questo motivo viene utilizzata la Taq DNA 
polimerasi isolata da Thermus aquaticus, un batterio presente nelle pozze termali. 
Questa polimerasi ha un optimum a 72°C e resiste alle alte temperature usate nei 
passaggi di denaturazione permettendo l’automatizzazione dell’intera procedura, 
oltreché un deciso miglioramento della specificità della reazione. Caratteristiche 
importanti di polimerasi di questo tipo sono: la termostabilità, la processività (affinità 
per lo stampo che determina il numero di base incorporate prima della dissociazione), la 
fedeltà di incorporazione. 
Un aspetto di particolare importanza è costituito dalla fedeltà di incorporazione. In 
generale le DNA polimerasi duplicano il DNA fedelmente, ma non esattamente, con un 
tasso d’errore intorno a 10−9. Una bassa bassa frequenza di errore è mantenuta grazie 
alla presenza di attività
 
di correzione di bozze (proofreading).
 
La Taq polimerasi, 
tuttavia, è priva di attività proof reading ed incorpora,
 
in media, una base sbagliata ogni 
20000 sintetizzate ( 2 x10
- 4
 ). Anche
 
se questa caratteristica non è rilevante nelle 
tecniche analitiche può essere
 
un grosso problema nei clonaggi.
 
 
Esistono in commercio DNA polimerasi termostabili con attività di proof
 
reading con 
tassi di errore più bassi, fino a 1,6 x 10 - 6, che sono preferite nei clonaggi molecolari.
 
 
67 
 
 
Figura 2.3: ciclo di amplificazione della PCR  
(da: www.knowledgerush.com) 
2.3.1 Fasi di un ciclo di PCR 
Per iniziare viene effettuata un’iniziale fase di denaturazione a 95°C per 3 min in 
modo da denaturare il DNA e di prepararlo quindi ai cicli veri e propri. 
1) Durante il primo ciclo, il DNA stampo a doppio filamento viene denaturato mediante 
riscaldamento a temperature superiori a 90°C, rendendo così accessibile, nel campione 
ricco di molteplici sequenze di DNA, la specifica regione da amplificare (target).  
2) In seguito, la temperatura viene ridotta a valori compresi tra 40°C e 60°C; il valore 
preciso della temperatura è estremamente importante e deve essere stabilito di volta in 
volta, calibrandolo per ogni singola sequenza nucleotidica. La seconda fase, 
l’annealing, consente l’ibridizzazione dei due inneschi oligonucleotidici, presenti in 
eccesso, alle sequenze complementari fiancheggianti il DNA target. Gli oligonucleotidi 
appaiati, che formano quindi DNA a doppio filamento, fungono da inneschi per la 
sintesi di DNA fornendo alla DNA polimerasi un gruppo3’-ossidrilico libero. La 
temperatura e il tempo richiesto per l’annealing dipendono principalmente da 3 
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parametri: lunghezza della sequenza (i primers devono essere lunghi dalle 18 alle 22 
basi), concentrazione finale e composizione in basi . 
Generalmente la temperatura di appaiamento è circa 5°C in meno della “temperatura di 
melting” (Tm) dei primers, contando 4°C ogni G (guanina) o C (citosina) e 2°C ogni A 
(adenina) o T (timina). La temperatura ottimale di annealing è comunque definita 
sperimentalmente. 
3) La terza fase, detta estensione, consiste nella sintesi del DNA bersaglio ed è svolta 
da una polimerasi termostabile, il più delle volte la Taq  DNA polimerasi (Fig 2.3). 
 
La sintesi di DNA procede per entrambi gli inneschi, finché nuovi filamenti si 
estendono anche oltre la sequenza target che deve essere amplificata. E’ importante 
osservare che essi conterranno, in prossimità delle loro estremità 3’, una regione 
complementare all’altro primer. Di conseguenza, se si fa avvenire un altro ciclo sintesi 
di DNA, non solo i vecchi ma anche i nuovi filamenti saranno usati come stampi. 
Ancora più interessante è il fatto che i prodotti ottenuti dai nuovi filamenti avranno la 
lunghezza esattamente delimitata dalle due regioni complementari agli inneschi. 
Durante i successivi cicli di denaturazione, appaiamento ed estensione, tutti i nuovi 
filamenti servono da stampo, cosicché la quantità di DNA prodotta aumenta in maniera 
esponenziale. Il risultato finale è un’amplificazione selettiva del DNA target, 
fiancheggiato dai primers. 
La resa teorica di una reazione di PCR è espressa nella realazione matematica: 
P = 2
n∙T 
P: quantità di amplificato finale 
n: numero di cicli 
T: numero di copie di DNA stampo di partenza 
Il prodotto di PCR ottenuto, viene successivamente visualizzato tramite corsa 
elettroforetica su gel di agarosio. La migrazione della banda dell’amplificato viene 
confrontata con le bande di un Marker, consentendo il tal modo di verificare che sia 
stato amplificato il frammento di DNA desiderato. 
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2.3.2 La RT PCR 
La RT PCR (Reverse Transcriptase-PCR) è una tecnica di PCR che permette la 
conversione di mRNA in doppio filamento, cDNA (retro trascrizione). Con questa 
tecnica è possibile passare da una molecola a singolo filamento soggetta a facile 
degradazione da parte di enzimi specifici, RNA-si, e instabile (mRNA) ad una più 
stabile e maneggevole a doppio filamento (cDNA)  per poter fare saggi di 
amplificazione di mRNA specifici o per valutare l’espressione di geni di interesse 
mediante la tecnica della Real Time PCR. 
2.3.3 La Real Time PCR 
La Real Time PCR (o QPCR, PCR quantitativa) è una variazione della classica PCR che 
permette di visualizzare in tempo reale l’amplificazione durante la fase esponenziale 
della reazione. Una delle applicazioni più frequenti è usata per identificare la 
concentrazione iniziale del DNA stampo; si rivela molto utile per misurare per esempio, 
un virus o l’mRNA di una proteina espressa in quantità anomala nel corso di una 
malattia (per esempio quanto un oncogene trascrive e perciò capire a che punto è il 
tumore). Nel nostro caso ha permesso di analizzare quantitativamente l’espressione 
relativa di un dato gene, rispetto ad un controllo interno, o gene House-Keeping (gene 
costitutivo che si presume abbia sempre un tasso di espressione costante).  
Il metodo consiste nel misurare la quantità del prodotto amplificato in tempo reale (da 
cui il nome “Real Time” PCR) durante la fase esponenziale della PCR, quando cioè 
l’efficienza di amplificazione è influenzata in modo minimo dalle variabili della 
reazione. Inoltre poiché le fasi di amplificazione e di rilevazione sono combinate in un 
sistema chiuso, la variabilità e i rischi di contaminazione dovuti ai passaggi post-PCR 
vengono ridotti. Al termine della reazione i risultati sono disponibili su computer, senza 
ulteriore bisogno di manipolare il campione, ottenendo quindi risultati molto più 
accurati rispetto alla PCR tradizionale “end point” (SQ-PCR). Tale tecnica rileva la 
fluorescenza che si genera durante la PCR per effetto di diverse possibili reazioni 
chimiche. Il segnale di fluorescenza, infatti aumenta durante la reazione in modo 
proporzionale all’aumentare del prodotto di PCR; registrando l’emissione fluorescente 
ad ogni ciclo è possibile monitorare la reazione in tempo reale. 
Le chimiche principali sono basate sia sul legame di coloranti fluorescenti che si 
intercalano nella doppia elica di DNA, come il SYBR-Green I o il Bromuro di Etidio, 
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sia sull’ibridazione di sonde specifiche (Molecular Beacons o TaqMan). Nei nostri 
esperimenti abbiamo utilizzato il SYBR-Green I (Fig 2.4), il quale incrementa di circa 
100 volte la sua fluorescenza quando è legato alla doppia elica di cDNA, rispetto alla 
forma libera. All’inizio dell’amplificazione, le molecole di SYBR-Green emettono un 
debole segnale di fondo (valore che dovrà essere sottratto durante l’analisi dei dati), ma 
dopo l’ibridazione dei primers, durante la fase di allungamento (extension), un numero 
elevato di molecole di SYBR-Green legano i prodotti di PCR accumulati. Si ha quindi 
un aumento sempre maggiore della fluorescenza, che si potrà osservare in tempo reale. 
 
 
 
Figura 2.4 A: primo passaggio di reazione Q PCR con SYBR-Green 
All’inizio della reazione la MIX contiene cDNA denaturato, Primers e SYBR-Green 
 (da: Laboratorio di oncoematologia pediatrica Dott.ssa Virginia Libri UNIBO) 
 
Figura 2.4 B: secondo passaggio di reazione con SYBR-Green 
Dopo l’annealing i primers si appaiano e poche molecole di SYBR-Green si intercalano alla doppia elica 
(da: Laboratorio di oncoematologia pediatrica Dott.ssa Virginia Libri UNIBO) 
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Figura 2.4 C: terzo passaggio di reazione con SYBR-Green 
Durante l’elongazione più molecole di SYBR-Green si intercalano e il segnale di fluorescenza aumenta di’intensità, questo 
corrisponde all’incremento del numero di copie dell’amplicone 
(da: Laboratorio di oncoematologia pediatrica Dott.ssa Virginia Libri UNIBO) 
 
I vantaggi del SYBR-Green sono il basso costo, la semplicità di utilizzo e la sensibilità. 
Lo svantaggio è che si lega a qualsiasi doppia elica, quindi anche un amplificato non 
specifico o i primers dimers contribuiranno al livello totale di fluorescenza. I primers 
specifici quindi non devono formare dimeri tra di loro. Per verificare che questo non 
accada viene eseguita l’analisi della curva di Melting (Fig 2.5) che si ottiene 
incrementando linearmente la temperatura (0.2°C/sec) da circa 60°C fino a 95°C alla 
fine dei cicli di amplificazione. Inizialmente tutti i prodotti di PCR sono a doppio 
filamento, con il SYBR-Green intercalato: con l’aumento della temperatura, i prodotti di 
PCR vanno incontro a denaturazione, con conseguente decremento della fluorescenza, 
la quale viene continuamente misurata. Viene così ottenuta una curva in cui si osserva 
una lenta diminuzione della fluorescenza a temperature basse, mentre la diminuzione 
diventa molto più rapida avvicinandosi alla temperatura di denaturazione dei prodotti 
amplificati. Nel caso in cui ci siano i dimeri di primers, si otterranno due diminuzioni 
repentine di fluorescenza, perché le differenti lunghezze delle doppie eliche si riflettono 
in due temperature di fusione differenti. Le derivate prime delle curve risultano in curve 
con picchi in corrispondenza dei valori di Tm degli amplificati. Il segnale di 
fluorescenza viene rilevato da un detector, che in genere consiste in una fotocamera a 
stato solido “charged-coupled device” (CCD). Per ogni campione si otterrà un grafico in 
cui la curva di amplificazione comincerà a salire tanto più precocemente, quanto 
maggiore è la quantità di templato di partenza. La curva di amplificazione ha 
tipicamente un andamento esponenziale: dopo una fase iniziale durante la quale non si 
osserva alcun aumento del segnale, si osserva una salita quasi rettilinea fino a 
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raggiungere un valore di ‘plateau’. La crescita esponenziale si ha generalmente tra il 20° 
e il 25°ciclo, ed il plateau verso il 40°- 45°ciclo. 
Un tipico grafico di “Real Time” PCR consente di misurare tre parametri fondamentali 
(figura 2.5): 
 
 
Figura 2.5: curva tipica di Real Time PCR 
(da: Laboratorio di oncoematologia pediatrica Dott.ssa Virginia Libri UNIBO) 
 
 linea base (baseline): indica il valore di fluorescenza del colorante libero. 
 linea soglia (threshold line): parallela alla linea base, che viene scelta dall’operatore in 
maniera da intersecare le curve di tutti i campioni nella fese esponenziale. 
 ciclo soglia (Ct, threshold cycle): specifico per ogni campione, che identifica il valore 
del ciclo di PCR in cui si può rilevare l’inizio di un incremento significativo di 
fluorescenza (Rn); questo si verifica quando è significativamente superiore al back 
ground e quindi la curva di amplificazione in fase esponenziale interseca la linea soglia. 
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                                 Figura 2.6: derivata prima di una curva di melting  
                                          (da: Laboratorio di oncoematologia pediatrica Dott.ssa Virginia Libri UNIBO) 
 
La pendenza (slope) della curva nella fase esponenziale fornisce l’informazione 
sull’efficienza di amplificazione, ossia sul numero di copie di amplificato che si ottiene 
ad ogni ciclo. Essa può essere calcolata secondo la seguente relazione: 
Efficienza( η) = [10-1/slope)] - 1 
L’efficienza di PCR dovrebbe essere tra il 90 e il 100%, con un valore della slope 
compresa tra -3,6 e -3,1 (slope ideale -3,3). Numerose variabili possono influenzare il 
valore dell’efficienza, tra cui la lunghezza e la struttura dell’amplificato e le 
caratteristiche dei primers. 
L’efficienza può diminuire durante i cicli di amplificazione, per i reagenti che vengono 
progressivamente consumati, per l’accumulo di inibitori, o per l’inattivazione della 
polimerasi. 
Il numero iniziale di copie del cDNA target viene determinato valutando essenzialmente 
due parametri: la linea soglia e il ciclo soglia. Esso è importante perché esiste una 
relazione lineare tra il valore del Ct e il logaritmo della quantità iniziale di DNA: 
Ct = - [slope · Log(X)] + intercetta 
Dove X è il numero di copie iniziali di DNA. Più è alta la quantità di DNA di partenza, 
più velocemente viene rilevato il prodotto di PCR accumulato e quindi il Ct avrà un 
valore più piccolo. 
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Esistono diversi approcci per il calcolo e la quantificazione dell’ammontare 
dell’amplificato (Livak et al., 2001): 
 quantificazione assoluta: permette la determinazione esatta del numero di copie della 
sequenza di interesse. Questo sistema richiede la costruzione di curve standard assolute 
per ogni campione, tramite la preparazione di diluizioni seriali di uno standard a 
concentrazione iniziale nota. Quindi si genera la curva riportando su un grafico i valori 
dei Ct per le diverse diluizioni in funzione del logaritmo della quantità iniziale di 
campione. Tale curva rappresenta la correlazione iniziale lineare tra il valore del ciclo 
soglia Ct e il valore del logaritmo della quantità dello standard di partenza. Dalla retta di 
regressione si ricava il numero di copie della sequenza target. 
 quantificazione relativa: permette la determinazione della concentrazione relativa di 
una rispetto alla concentrazione di un controllo interno, o calibratore. Non richiede, 
quindi, campioni standard a concentrazione nota ma uno o più geni “calibratori”. Tali 
geni di riferimento spesso consistono in geni House-Keeping (per i nostri esperimenti 
abbiamo usato il gene della gliceraldeide-3-fosfato deidrogenasi, GAPDH). Ogni valore 
del campione target, una volta normalizzato per il campione normalizzatore, viene 
diviso per il valore del calibratore, anch’esso normalizzato, ottenendo così i livelli di 
espressione relativa. Per il calcolo del rapporto R di espressione relativa sono stati 
formulati vari modelli matematici basati sulla comparazione dei cicli soglia Ct: i 
cosiddetti metodi ∆Ct e ∆∆Ct. Affinché il risultato sia valido, l’efficienza 
dell’amplificato target e del calibratore deve essere circa uguale. Questo può essere 
stabilito osservando come il ∆Ct cambia con la diluizione del templato. Se non si 
dispone di un gene House-Keeping la cui efficienza di amplificazione sia simile a quella 
del target, è preferibile utilizzare il metodo della curva standard. 
 
Con il metodo ∆Ct i livelli di espressione vengono determinati misurando le differenze 
dei cicli di soglia Ct tra l’amplificato target e il gene calibratore (Livak et al., 
2001),ossia vengono comparati l’ammontare della sequenza target con quello del gene 
di riferimento scelto come calibratore. L’equazione di calcolo è la seguente: 
R = 2
 [ Ct target – Ct calibratore ]
 = 2 
∆Ct 
Nel metodo ∆∆Ct viene aggiunto un secondo parametro di comparazione, ossia il 
campione normalizzatore, che può essere un campione non trattato, un campione al 
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tempo zero o un campione sano, che viene considerato come campione di riferimento (o 
linea di base) (Livak et al., 2001). Si tiene conto delle differenze tra i valori del Ct del 
target e del calibratore per ogni campione da quantificare e delle differenze tra il ∆Ct 
target e il ∆Ct di riferimento, trasformando questo valore in un valore assoluto tramite la 
formula: 
R = 2
 [ ∆∆Ct target – ∆∆Ct Ct riferimento ]
 = 2 
-∆∆Ct 
 
2.4          Estrazione del RNA 
L’ RNA totale viene isolato secondo la procedura di estrazione fenolo-cloroformio 
(Chomezynski P et al., 1987) usando il Trizol reagent (Sigma, Milano). 
Partendo dai campioni congelati in Trizol (TR), la procedura di estrazione dell’RNA 
può essere così schematizzata: 
 Le cellule mononucleate, dopo i lavaggi in soluzione fisiologica (NaCl 0,9%) vengono 
conservate in Trizol a – 80°C fino all’ estrazione degli RNA totali. (la proporzione è 
1ml di TR per 5- 10 10
6
 cellule); 
 Incubazione a temperatura ambiente per  5 min del campione scongelato in ghiaccio; 
 Aggiunta di 200µl di cloroformio per ogni ml di Trizol;  
 Agitazione del campione per 15 sec; 
 Incubazione per 15 min a temperatura ambiente; 
 Centrifugazione a 2400xg per 15 min a 4°C: si creano tre fasi: 
 
RNA (fase acquosa incolore superiore) 
DNA (interfase bianca)   
Proteine (fase rossa) 
 
 Trasferimenmto della fase acquosa RNA, facendo attenzione a non contaminarla con 
l’interfase, in una eppendorf pulita; 
 Aggiunta di  500µl di Isopropanolo per ml di TR e si miscela per inversione 
 Incubazione per 10 minuti a temperatura ambiente; 
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 Centrifugazione a 2400xg per 10 min a 4°C (l’RNA precipita ed è presente nel pellet 
bianco); 
 Eliminazione del sovranatante e si lava il pellet con 1ml di etanolo al 75% freddo per 
ogni ml di TR; 
 Agitazione del campione; 
 Centrifugazione a 1500xg per 5 min a 4°C; 
 Eliminazione dell’etanolo rovesciando il contenuto liquido della provetta su carta 
assorbente pulita;  
 Lasciare evaporare l’eccesso di etanolo per 5-10 minuti all’aria; 
 Aggiungere un volume appropriato di H2O RNAse-free (10μl di norma); 
 Lasciare sciogliere per circa 16 ore. 
 
2.4.1 Determinazione della purezza dell’RNA 
Si procede al dosaggio spettrofotometrico dell’RNA tramite lettura dell’assorbanza a 4 
differenti lunghezze: 230, 260, 280 e 320 nm per controllare la purezza del campione. 
Il metodo spettrofotometrico sfrutta la capacità degli acidi nucleici di assorbire la luce 
UV con un massimo di assorbimento a una lunghezza d’onda (λ) di 260 nm. 
L’RNA ha un massimo di assorbimento a 260nm pertanto la concentrazione è 
determinata misurando l’assorbanza a 260nm del campione in esame contro il bianco. 
L’assorbanza a 230nm riflette la contaminazione del campione dovuta a sostanze come 
carboidrati, fenoli, peptidi o composti aromatici. Nel caso di campioni puri il rapporto 
260/230 dovrebbe essere circa 2.2. 
L’assorbanza a 280nm riflette invece la presenza di residui proteici nel campione in 
esame; le proteine assorbono a 280nm. Nel caso di campioni puri il rapporto 260/280 
dovrebbe essere maggiore o uguale a 2 (per il DNA il rapporto dovrebbe essere di circa 
1.8). 
La torbidità o anche le differenze tra cuvetta e cuvetta possono essere corrette ad una 
lunghezza d’onda di 320 nm. 
Le proteine sono comunque la principale fonte di contaminazione per cui dopo la lettura 
occorre sottrarre l’assorbimento a 280 nm. 
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Un ulteriore controllo di qualità per valutare l’integrità viene effettuato tramite 
elettroforesi su gel di Agarosio (che consente la separazione di molecole di acido 
nucleico in base alle dimensioni) al 2%: se l’RNA è degradato presenta, al posto di 
singole bande distinguibili, un'unica strisciata continua indice della degradazione che 
avviene casualmente ad opera dell’enzima RNAsi ed è pertanto scartato dalle successive 
analisi. Altrimenti una buona estrazione deve fornire su gel due bande nette, che 
corrispondono agli rRNA (28S e 18S), e tra le due una gradazione di bande che contiene 
gli mRNA. In una buona preparazione la banda superiore (28S) dovrebbe essere circa 
due volte più rifrangente della banda inferiore (18S). Per frammenti lineari di RNA la 
distanza di migrazione è inversamente proporzionale alle dimensioni della molecola 
(ovvero della sua lunghezza in basi). 
 
L’RNA, dopo essere stato controllato e se ritenuto di buona qualità viene conservato a – 
80°C, in attesa di utilizzo. 
Il problema principale nell’estrazione dell’RNA è l’estrema facilità di degradazione ad 
opera delle RNAsi, pressoché ubiquitarie e difficilmente inattivabili A tale scopo è 
necessario prendere alcune precauzioni nelle diverse fasi di preparazione:  
 indossare guanti puliti durante tutto l’esperimento; 
 utilizzare puntali e eppendorf RNasi free; 
 pulire la zona di lavoro con RNaseZap (SIGMA). 
 
2.5           Analisi del Profilo Trascrizionale 
2.5.1 Retrotrascrizione degli RNA 
L’mRNA viene convertito in cDNA impiegando una trascrittasi inversa, che è una 
DNA-polimerasi RNA-dipendente. In natura la trascrittasi inversa è presente nei 
retrovirus, ovvero virus a RNA, che la utilizzano per convertire il loro genoma da RNA 
in DNA, prima di integrarlo in quello delle cellule ospiti.  
Di seguito il metodo utilizzato per la retrotrascrizione: 
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 Partendo per esempio da 2 µl di RNA (circa 1μg), sono stati aggiunti 1 µl di Poly-T e 7 
µl di H2O per biologia molecolare RNAse-free (volume variabile in base al volume di 
RNA che s’intende retro trascrivere). 
 L’RNA è stato denaturato a 70°C per 5 min e poi incubato a 4° C per 10 min; 
 Si sono aggiunti quindi 9µl di RT-Mix e s’incuba a 37°C per 5 min; 
 Sono stati aggiunti quindi 1µl dell’enzima di trascrizione MULV (H MINUS M-Mulv 
Reverse Transcriptase, Fermentas, Milano, Italia) direttamente dal freezer. La 
concentrazione iniziale è 200 U/µL e la finale 10U/μL; 
 Incubazione a 42°C per 60 min per permettere la retro trascrizione; 
 Incubazione a 72°C per dieci min per inattivare la MULV; 
 Incubazione a 4°C all’infinito. 
 
L’ RT–Mix contiene per 1 campione : 
 Concentrazione 
iniziale 
Concentrazione finale Volume aggiunto 
Tampone 5X 1X 4µl 
dNTPs 20mM 1mM 1µl 
RNAsin 40 U/µl 20 U 0.5µl 
H2O RNAsi-free x x 3.5µl 
Volume totale 9µl 
 
Terminata la reazione, ad ogni campione si aggiungono 80 µl di H2O distillata RNAse-
free arrivando così ad un volume finale di 100µl. 
2.5.2 La reazione di PCR quantitativa dal punto di vista sperimentale 
Per le reazioni di Q PCR sono stati utilizzati 5µl di campione (cDNA) opportunamente 
diluito (10
-1
, gene target: 10
-2, 
gene housekeeping), a cui sono stati aggiunti 10µl di Q-
PCR Mix. Le analisi sono state effettuate in triplicato in un volume finale quindi di 15 
µl contenente 0.5µl dei due primers (Forward e Reverse insieme), 5µl cDNA, 7,5 µl di 
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Master Mix e 2µl di H2O in piastre da 96 pozzetti. Per ogni esperimento viene sempre 
analizzato contemporaneamente sia il controllo che il gene calibratore.  
Nel dettaglio la Q-PCR MasterMix 2X (Biorad, Milano) è composta da: 
 100mM KCl, 
 40mM Tris-HCl, pH 8.4, 
 0.4mM di ciascun dNTP (dATP, dCTP, dGTP e dTTP), 
 Taq DNA polymerasi, 50U/ml, 
 6 mM MgCl2, 
 SYBR-Green I, 
 20 nM fluoresceina, 
 Stabilizzatori. 
 
Per le misure è stato utilizzato il termociclatore Chromo (Biorad, Milano). 
Il protocollo consiste in 3 minuti di iniziale denaturazione a 95°C, seguito da 40 cicli di 
amplificazione. La relativa quantità di target mRNA è stata calcolata usando il metodo 
∆Ct ed è stata normalizzata per l’espressione del gene GAPDH (gene housekeeping) 
(Pfaffl, 2001). L’espressione normalizzata è stata poi espressa come quantità relativa di 
mRNA rispetto al controllo (C). 
 
 
 
Miscela di reazione per la PCR quantitativa 
 
 Concentrazione 
iniziale 
Concentrazione finale Volume aggiunto 
MasterMix 2X 1X 7.5 µl 
FWD+REV 10 µM 0.4 µM 0.5 µl 
H2O - - 2 µl 
cDNA   5 µl 
Volume totale 15 µl 
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  2.6           Ultrasonografia Epatica 
Il grado e la stadiazione della steatosi epatica sono stati definiti con l’ultrasonografia 
epatica (US), la tecnica più comunemente utilizzata (Dasarathy et al., 2009). Le 
ultrasonografie sono state raccolte da un singolo radiologo per mezzo di un Ultrasound 
System (EsaoteMyLab 70 XVG, Esaote, Genova.). L’ultrasonografia è stata rilevata in 
cieco ai dati clinici, di laboratorio e istologici dei pazienti. Lo score di steatosi 
ultrasonografico (USS) è stato calcolato in accordo a Hamaguchi et al (2007). 
2.7            Marcatori Ematochimici e Ematologici 
Sono stati valutati marcatori ematochimici che, secondo la letteratura, sono  correlati 
con la epatopatia alcolica (ALD) (Chalmers et al., 1981; Pratt et al., 2000; Van Beek et 
al., 2014).ed in particolare il profilo di: siero proteine, albumina, transaminasi 
(AST;ALT), bilirubina totale e diretta, colesterolo, trigliceridi, glicemia, proteine totali, 
ferro, gammaglutammiltransferasi (GGT)e marcatori ematologici: RBC e MCV. Come 
riferimento sono stati utilizzati i Valori di Riferimento Internazionali.  
2.9            Analisi Statistica 
I dati sono stati valutati per distribuzione normale (D’Agostino-Pearson test) e 
presentati mediante raffigurazione Box e Whisker Plot con mediane con range di 
interquartili (25° e 75° percentile). La media dei dati dei pazienti è stata comparata con 
quella dei controlli mediante l’utilizzo del test non parametrico di Mann-Whitney (test 
della somma dei ranghi). Le correlazioni dei dati clinici con i parametri di stress 
ossidativo ematico sono stati investigati attraverso il test di Spearman. Per l’indice di 
steatosi il gruppo dei pazienti è stato diviso in quattro gruppi e comparati tra loro 
mediante test Anova e test di Tukey. Le analisi statistiche sono state effettuate mediante 
l’utilizzo del software GraphPad (GraphPad Software Inc., San Diego, CA 92130, 
USA). 
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Capitolo III 
Risultati e Discussione 
 
3.1          Risultati 
3.1.1 Steatosi epatica 
Il grado di steatosi, score, è stato espresso in una scala standard (Hamaguchi et al., 
2007) dopo valutazione delle ultrasonografie epatiche da parte dell’Unità di Alcologia e 
Patologie Correlate dell’Ospedale San Martino di Genova  e così riportato: 
 Score 0: no steatosi 
 Score 1: gli epatociti steatosici occupano una porzione di parenchima epatico 
 < 33% 
 Score 2: gli epatociti steatosici occupano una porzione di parenchima epatico 
compreso tra il 33 e il 66 % 
 Score 3: gli epatociti steatosici occupano una porzione di parenchima epatico > 
33 % 
 
Fig 3.1: Distribuzione dello Score della steatosi epatica nel gruppo dei soggetti 
alcolisti 
82 
 
Come riportato in Fig 3.1 solo il 9.3% dei soggetti alcolisti non ha mostrato segni di 
steatosi (Score 0), il 20.9 % era affetto da una steatosi media (Score 1), il 53.5 % ha 
mostrato una steatosi moderata (Score 2, la maggioranza) e solo il 19.3 % dei pazienti 
era affetto da steatosi severa (Score 3). Nessun paziente era affetto né da fibrosi epatica 
né da cirrosi epatica, questo in accordo con il disegno sperimentale del progetto di 
ricerca. 
3.1.2 Profili ematologici, ematochimici e caratteristiche cliniche della popolazione. 
Il gruppo degli alcolisti (Al) ha mostrato un BMI (indice di massa corporeo) maggiore 
se comparato ai controlli (C), il 50% degli alcolisti con un BMI >25 Kg/m
2
. Le femmine 
hanno mostrato un BMI maggiore dei maschi (25.6±1.7 contro 24.4±2.4).  
I profili ematologici e ematochimici sono stati raccolti partendo da analisi del sangue di 
routine per il gruppo degli alcolisti (Al) e dell’ultimo eseme prima del prelievo per il 
gruppo di controllo (C). 
Comparato ai valori di riferimento, nel gruppo Al si è osservato un incremento dei 
valori dei TAG (+25%), Colesterolo (+29%), Glicemia (+26%), ALT (+157%), GGT 
(+385%), bilirubina totale (+35%) e diretta (+116%), α1 Globuline (+90%) e β2 
Globuline (+25%); tutti questi valori superavano il 75esimo percentile (+25% sulla 
media) dei valori di riferimento (indicati con 1 in tabella 1). Il ferro sierico risultava 
essere aumentato (+20%) nel gruppo Al rispetto ai valori standard di riferimento ma il 
valore medio non eccedeva il 75esimo percentile. Si è osservato un decremento dei 
valori di AST (-49%), β1 Globuline (-18%) e RBC (-15%) nel gruppo Al comparato con 
i valori standard di riferimento (Tabella 1). 
Tra tutti questi parametri si sono scelti quelli che eccedevano il 75esimo percentile dei 
valori standard di riferimento e sono stati combinati in un algoritmo diagnostico 
(HePaTest). I valori di TAG, COL e Glicemia sono stati scartati perché risultavano poco 
specifici dell’ALD e di fatto risultano essere legati al profilo nutrizionale che distingue i 
soggetti alcolisti. 
HePaTest è stato calcolato con la seguente equazione combinando i valori di : 
 α1 Globuline 
 β2 Globuline 
 GGT 
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 ALT  
 Bilirubina Totale 
 
Log(α1*100)+Log(β2*100)+Log(ALT*10)+Log(tot Bil*10)+Log(GGT*10) 
Il ricorso ad algoritmi diagnostici è comune nella pratica medica, un pannello di dati 
combinati è più funzionale e significativo di un solo parametro clinico osservato, 
(www.medal.org). Ad oggi più di ventimila algoritmi diagnostici sono disponibili per 
numerose patologie in aiuto alla diagnosi. 
 
Tab1
 
 
3.1.3 Perossidazione lipidica e attività degli enzimi antiossidanti 
Il livello di MDA misurato tramite il saggio dei TBARs è un buon valore di estimazione 
del livello globale di stress ossidativo; le attività specifiche degli enzimi CAT e SOD1 
rappresentano invece un indice di risposta dell’organismo per ripristinare l’omeostasi in 
condizione di stress. La mediana del livello dei TBARs era significativamente più 
elevata nel gruppo Al rispetto ai controlli C (circa +75%; p≤0.001) (Fig 3.2). Le 
mediane delle attività specifiche di CAT e SOD1 hanno mostrato un incremento 
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significativo nel gruppo Al rispetto a C (+30% CAT, +20% SOD1; p≤0.001) (Fig 3.3 e 
3.4). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
        Fig 3.2: Perossidazione lipidica mediante saggio dei TBARs 
                                       Livelli diTBARS espressi in nmolMDA/mg Hb 
                                                                                                               
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
               Fig 3.3: Attività specifica dell’enzima Catalasi (CAT) 
                                          Attività espressa in mmolH2O2//min/mg Hb 
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                                                                                (Grasselli et al., 2014) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig 3.4: Attività specifica della Superossido Dismutasi Citosolica (SOD1) 
Attività espressa in mU/mgHb) 
 
 
 
3.1.4 Espressione genica relativa delle Metallotioneine (MT) 
I livelli di espressione genica delle MT (MT-1A, MT-1E, MT-2A) sono state valutati 
nelle cellule mononucleate mediante PCR Real Time (Fig 3.5). Come mostrato il valore 
medio di ciclo soglia (Ct) per MT-2A era circa 20, quello di MT-1E di circa quattro 
cicli superiore, 24, e il Ct di MT-1A superiore di più di otto cicli, 28. Questo dato indica 
che l’isoforma MT-2A è la più abbondante nelle cellule mononucleate umane: 
MT-2A>MT-1E>MT-1A 
La trascrizione di MT-1A era significativamente down-regolata nel gruppo AL (-50% 
rispetto al gruppo C p<0.05). L’espressione di MT-1E era up-regolata di circa il 50% 
nel gruppo Al rispetto a C (p≤0.01). L’espressione genica relativa di MT-2A non 
risultava essere significativamente alterata nei due gruppi (Fig 3.6 A-B-C). 
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Fig 3.5: Cicli soglia (Ct) di MT-1A, MT-2A e MT-1E 
MT-2A>MT-1E>MT-2A 
 
                   Fig 3.6 (A): Espressione genica relativa di MT-1A (vs GAPDH) 
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                    Fig 3.6 B: Espressione genica relativa di MT-2A (vs GAPDH) 
 
 
             Fig 3.6 C: Espressione genica relativa di MT-1E (vs GAPDH) 
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3.1.5  Correlazione tra stress ossidativo, espressione genica relativa delle MTs, 
score di steatosi epatica e HePaTest 
Le possibili correlazioni statisticamente significative tra gli indici eritrocitari di stress 
ossidativo (attività specifiche di CAT, SOD1 e perossidazione lipidica), l’espressione 
genica relativa delle MT (MT-1A, MT-2A e MT-1E), lo score della steatosi epatica, il 
BMI, i parametri ematochimici/ematologici dell’alcolismo, sono state valutate 
reciprocamente e per HePaTest mediante l’analisi di correlazione di Spearmann 
(Fig.3.7). E’ stato osservato che l’indice BMI correlava positivamente con l’attività 
specifica della CAT (r=0.315; p≤0.05), e negativamente con i livelli di ferro (r=-0.343; 
p≤0.05). L’attività della CAT correlava negativamente con i livelli di ferro (r=-0.314; 
p≤0.05) e con l’espressione genica relativa di MT-1E (r=-0.391; p≤0.01).  
L’attività enzimatica specifica di SOD e i livelli di perossidazione lipidica, nella misura 
dei livelli di MDA. non correlavano con nessun parametro. 
L’espressione genica relativa di MT-1A correlava negativamente con HePaTest (r=-
0.344; p≤0.05). Infine HePaTest correlava positivamente con i livelli serici di ferro (r=-
0.378; p≤0.01) (Fig 3.7). 
Nessuna correlazione significativa è stata trovata tra lo score della steatosi e HePaTest 
all’interno del gruppo Al. Si è  proceduto inoltre  alla divisione in quattro sottogruppi 
del gruppo Al rispetto al rapporto tra AST/ALT e si è osservata una correlazione 
statisticamente significativa (p≤0.05) con lo score della steatosi epatica con il gruppo 0 
(steatosi assente), con il gruppo 1 (steatosi media) e con il gruppo 3 (steatosi severa) 
(Fig 3.8). 
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Fig 3.7: Analisi di correlazione di Spearmann 
I parametri di stress ossidativo eritrocitario (CAT, SOD1, TBARs); espressione genica relativa di MTs (MT-
1A, MT-2A, MT-1E); BMI; livelli sierici di ferro; HePaTest. 
 Sono riportati con i rispettivi indici di correlazione (r) e la significatività statistica (p) 
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Fig 3.8: Correlazione tra il rapporto AST/ALT e lo score di steatosi 
 
 
 
3.2          Discussione 
Il consumo di etanolo stimola la produzione di ROS e di conseguenza lo stress 
ossidativo in molti tessuti, specialmente nel fegato. L’aumento di queste specie 
chimiche altamente reattive è un cofattore significativo nell’attivazione del rischio di 
progressione dell’epatopatia da steatosi a fibrosi e nei casi più gravi a cirrosi epatica. 
Nel nostro studio abbiamo verificato, a livello plasmatico, che l’abuso di alcool porta ad 
una condizione di stress ossidativo associato ad un aumento del BMI  e ad una 
modulazione del metabolismo lipidico che contribuisce ad un alterato equilibrio 
ossidativo. Infatti, i risultati mostrano un quadro complessivo dei parametri di stress 
ossidativo eritrocitario significativamente alterato nel gruppo degli alcolisti (Al)  
rispetto ai controlli (C). Inoltre la presenza dei ROS attiva reazioni di perossidazione 
lipidica, a livello della membrana cellulare, con il rilascio di neuromediatori pro 
infiammatori che potrebbero favorire la progressione della steatosi epatica a fibrosi. I 
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livelli di TBARs  sono alti in Al rispetto ai controlli e mostrano chiaramente un 
incremento significativo della perossidazione lipidica  e confermano una condizione di 
stress ossidativo cellulare nella steatosi epatica alcolica, già riportata in letturatura 
(Albano et al., 1996). Gli effetti dell’esposizione all’alcool su  attività specifiche di due 
enzimi antiossidanti CAT e SOD1 in letteratura sono controversi (Ignatowicz et al., 
2013; Cheng et al., 2014; Deshpande et al., 2013) e questo può sicuramente dipendere 
dal gruppo di soggetti preso in esame nello studio, nello specifico dalla durata del 
consumo di alcolici e dal profilo nutrizionale dei pazienti nonché dallo stato 
complessivo del fegato (grado di steatosi e eventuale fibrosi). Il fatto che, nel nostro 
studio si sia osservato un aumento statisticamente significativo delle attività di CAT e 
SOD1 nel gruppo Al rispetto ai C è indice di un incremento sistemico della condizione 
di stress ossidativo e di un tentativo dell’organismo di ripristinarne l’omeostasi. 
Interessante è la correlazione positiva osservata tra l’attività specifica della CAT con i 
valori di BMI nel gruppo Al, questo è in linea con osservazioni precedenti in cui è stato 
riportato che l’incremento della massa corporea correla positivamente con l’aumento 
della condizione di stress ossidativo nel sangue (Selvakumar et al., 2012). 
Il profilo ematochimico (TAG, Colesterolo, Glicemia) nei soggetti alcolisti si mostra 
alterato rispetto ai controlli e correla con i valori di BMI come già riportato in 
letteratura (Shen et al., 2014). Questo è indice di un condizione dismetabolica legata alla 
ipertrigligeridemia e ipercolesterelemia già nota nell’alcolismo. Questi parametri sono 
comunque aspecifici della condizione di ALD. Più interessante il movimento osservato 
nei profili delle siero proteine in particolare per ciò che riguarda i picchi α1 e β2 
globuline nel gruppo Al rispetto ai valori di riferimento standard. Questi riflettono una 
condizione infiammatoria evidente a carico del fegato senza un’alterazione severa della 
sua funzionalità (albumina e proteine totali non risultano significativamente alterate) e 
combinati con un parametro già ampiamente noto come marker nell’alcolismo, la GGT 
(Peterson et al., 2004), e la biliribuna totale forniscono un possibile algoritmo, 
HePaTest, di diagnosi e stadiazione della condizione di steatosi da causa alcolica in 
affiancamento all’ultrasonografia epatica. E’ stata osservata la correlazione positiva tra 
HePaTest e i livelli sierici di ferro, è noto che il ferro è incrementato nell’alcolismo ed è 
causa di stress ossidativo (Kohgo et al., 2008). Il fatto che HePaTest non correli con lo 
score di steatosi epatica all’interno del gruppo Al è dovuto probabilmente al fatto che i 
marker presi in esame per il suo calcolo sono marker generici di infiammazione e non 
specifici della condizione di ALD, inoltre il quadro ematochimico dell’alcolismo 
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dipende strettamente da molti altri fattori nutrizionali e genetici che possono influenzare 
la progressione steatosica. Interessante è la conferma all’interno del gruppo Al che il 
rapporto tra AST/ALT correla positivamente con la progressione della condizione 
steatosica come già riportato in letteratura.  
Inoltre la protezione dai ROS vede coinvolte anche molecole non enzimatiche quali ad 
esempio le metallotioneine (MT) che sono state per questo indicate come marker 
dell’ALD (Zhou et al., 2002) nei ratti che overesprimono delle MT. I risultati raccolti 
nel nostro studio evidenziano un pattern alterato dell’espressione genica delle MT nella 
componente mononucleata del gruppo Al rispetto ai C confermando che i livelli di MT 
possano essere indicate come un possibile marker di ALD. In particolare MT-1A nel 
gruppo Al rispetto a C è significativamente down regulata mentre MT-1E appare up 
regolata. Questa discordanza è spiegabile con i diversi ruoli fisiologici esercitati dalle 
due isoforme di MT nell’organismo (Davis and Cousins, 2000). Interessante è la 
correlazione positiva tra l’espressione genica relativa  della isoforma 1A con i valori 
sieri di ferro e soprattutto con HePaTest. 
In conclusione questo lavoro ha mostrato chiaramente la correlazione, statisticamente 
significativa, tra la condizione di alcolismo e lo stress ossidativo ematico fornendo, in 
maniera non invasiva, un quadro generale di ampio spettro. Inoltre è possibile 
sottolineare che un algoritmo di diagnosi e stadiazione molto semplice e di facile 
calcolo e realizzazione, l’ HePaTest, combinato con il pattern alterato dell’espressione 
genica delle  MT, in particolare dell’isoforma 1A, possa offrire un possibile aiuto per il 
monitoraggio dello stato di steatosi epatica e della progressione della patologia in 
soggetti alcolisti coadiuvando la già in uso ultrasonografia epatica e riducendo il ricorso 
invasivo alla biopsia  
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